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1. Einleitung 
 
Neurexin (Nrxn) ist ein vorwiegend präsynaptisch lokalisiertes transmembranes 
Adhäsionsprotein, das eine wesentliche Rolle bei der Kalzium-abhängigen Transmission an 
Synapsen im Zentralnervensystem (ZNS) und peripheren Nervensystem (PNS) spielt (Missler 
et al, 2003; Sons et al, 2006). Es moduliert dabei sowohl die inhibitorische GABAerge 
Transmission als auch die NMDA-Rezeptor vermittelte exzitatorische glutamaterge 
Signalübertragung (Kattenstroth et al, 2004; Zhang et al, 2010). Weiterhin ist Nrxn an der 
Ausbildung, Reifung und Plastizität synaptischer Kontakte, größtenteils induziert über die 
transsynaptische Verbindung mit einem seiner Interaktionspartner Neuroligin (Nlgn; 
Ichtchenko et al, 1995) und dessen intrazellulärer Assoziation mit den Molekülen PSD95 (Irie 
et al, 1997) und Gephyrin (Poulopoulos et al, 2009), beteiligt (Dean et al, 2003; Futai et al, 
2013; Graf et al, 2004; Scheiffele et al, 2000). Nrxn interagiert über seine extrazelluläre 
Domäne mit synaptisch assoziierten Proteinen anderer Neurone. Zu den bisher identifizierten 
Bindungspartnern gehören Nlgn (Boucard et al, 2005; Ichtchenko et al, 1995), Neurexophilin 
(Nxph; Missler et al, 1998b; Missler & Südhof, 1998b; Petrenko et al, 1996), Dystroglycan 
(DAG; Sugita et al, 2001), Leucine-rich repeat transmembrane proteins (LRRTMs; de Wit et 
al, 2009; Ko et al, 2009) und Cerebellin (Cbln; Matsuda & Yuzaki, 2011; Uemura et al, 
2010). Zahlreiche Kristallisations-Studien beschreiben die Struktur der extrazellulären 
Domäne von Nrxn (Chen et al, 2011; Miller et al, 2011; Tanaka et al, 2011) und des 
Komplexes zwischen Nrxn und Nlgn (Arac et al, 2007; Fabrichny et al, 2007), und 
ermöglichen so die Analyse der wahrscheinlichen räumlichen Anordnung des Proteins im 
synaptischen Spalt sowie potentielle Interaktionsstellen mit den anderen bekannten Liganden. 
Der Komplex aus Nrxn und Nlgn wurde bereits ausführlich charakterisiert und beschrieben. 
So stimuliert die Interaktion beider Proteine die Ausbildung funktioneller GABAerger und 
glutamaterger Synapsen über die Induktion der Anhäufung (clustering) prä- und 
postsynaptisch lokalisierter Proteine (Graf et al, 2004; Scheiffele et al, 2000). Im Gegensatz 
dazu ist über die Interaktion von Nrxn mit DAG, einem ubiquitär exprimierten 
transmembranen Glykoprotein, bisher wenig bekannt. So wurde für DAG bisher noch keine 
Kristallstruktur ermittelt. DAG besteht aus zwei Untereinheiten, α- und β-DAG, die von einer 
gemeinsamen mRNA als Propeptid translatiert und später proteolytisch gespalten werden 
(Holt et al, 2000; Ibraghimov-Beskrovnaya et al, 1992). DAG verknüpft, als Bestandteil des 
Dystrophin-assoziierten Glykoproteinkomplexes (DGC), das intrazelluläre Aktin-Zytoskelett 
mit den extrazellulären DAG-Liganden. Zu diesen Liganden zählen Laminin, Agrin, Biglycan 
und Perlecan als Bestandteil der Extrazellulären Matrix (ECM) im Skelettmuskel und an der 
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Neuromuskulären Endplatte (NME; Bowe et al, 1994; Bowe et al, 2000; Ervasti & Campbell, 
1993; Gee et al, 1994; Henry et al, 2001; Peng et al, 1998) sowie Neurexin und Pikachurin im 
Gehirn (Sato et al, 2008; Sugita et al, 2001). Der DAG-knockout (KO) in Mäusen führt zu 
embryonaler Lethalität an E6,5, aufgrund von Unterbrechungen in der Reichert-Membran, 
einer extraembryonalen Basalmembran mit den Hauptkomponenten Laminin und Collagen 
IV, und zeigt so die essentielle Rolle von DAG in der Entwicklung auf (Williamson, 1997). 
Ein wesentliches Merkmal von DAG ist eine ausgeprägte heterogene N- und O-verknüpfte 
Glykosylierung innerhalb der Mucin-ähnlichen Region von αDAG. Diese spezifische 
Glykosylierung wird durch (bisher zehn) bekannte und putative Glykosyltransferasen 
vermittelt (POMT1, POMT2, POMGnT1, Fukutin, FKRP, LARGE, B3GnT1, ISPD, GTDC2, 
B3GALNT2; Brockington et al, 2001; Buysse et al, 2013; Kobayashi et al, 1998; Longman et 
al, 2003; Manya et al, 2004; Manzini et al, 2012; Roscioli et al, 2012; Stevens et al, 2013; 
Yoshida et al, 2001) und ist essentiell für die Interaktion von αDAG mit seinen 
extrazellulären Liganden (Inamori et al, 2012; Kanagawa et al, 2005; Kanagawa et al, 2010; 
Michele et al, 2002) sowie der DAG-Funktion als Rezeptor für Adenoviren (Hara et al, 
2011b; Kunz et al, 2005) und Mycobacterium leprae (Rambukkana et al, 1998). Eine 
unzureichende Glykosylierung und die daraus resultierende, reduzierte Ligandenbindung 
kann zu Krankheiten, genannt Dystroglycanopathien, führen (Michele et al, 2002). Die 
Hypoglykosylierung von αDAG wird durch Mutationen in den Genen der 
Glykosyltransferasen hervorgerufen. Bis heute ist lediglich eine einzige Mutation im DAG-
Gen selbst bekannt (human, T192M; Hara et al, 2011a), so dass der überwiegende Anteil der 
Dystroglycanopathien durch Veränderungen in den Genen der Glykosyltransferasen 
hervorgerufen wird. Dystroglycanopathien können anhand ihrer klinischen Krankheitsbilder 
und dem Schweregrad ihrer Symptome in mehrere Gruppen eingeteilt werden (Moore & 
Hewitt, 2009). Die ausführlich beschriebenen muskulären Defekte dieser Krankheiten werden 
dabei von ZNS-Pathologien begleitet (Godfrey et al, 2011). So weisen Dystrophie-Patienten 
häufig auch makroskopisch erkennbare, strukturelle Hirndefekte, wie unter anderem eine 
glial-neuronale Heterotopie und damit verbundene Unterbrechung der laminaren Organisation 
des zerebralen Kortex und mentale Retardierung auf (Olson & Walsh, 2002; Waite et al, 
2012). Mentale Retardierung, begleitet von kognitiven Defiziten, aufgrund einer gestörten 
Konnektivität zwischen den beteiligten Hirnsystemen, ist ebenso ein Symptom von Autismus-
verwandten Erkrankungen (Autism Spectrum Disorders, ASDs) und Schizophrenie. In 
Patienten mit diesen Krankheitsbildern wurden Mutationen innerhalb der Nrxn- und Nlgn-
Gene gefunden (Ching et al, 2010; Jamain et al, 2003; Kim et al, 2008; Kirov et al, 2009). An 
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exzitatorischen Synapsen ist der Nrxn-Nlgn-Komplex unter anderem an der Rekrutierung von 
AMPA-Rezeptoren (Heine et al, 2008; Mondin et al, 2011) sowie der Anordnung von 
NMDA-Rezeptoren an der postsynaptischen Membran beteiligt (Budreck et al, 2013). An 
inhibitorischen Synapsen spielt Nlgn2 über die Interaktion mit Gephyrin (Poulopoulos et al, 
2009), welches seinerseits mit GABAA- und Glycin-Rezeptoren sowie Collybistin interagiert 
(Fritschy et al, 2008), eine wichtige Rolle. Weiterhin kann Nlgn im Komplex mit PSD95 die 
Transmitterfreisetzungswahrscheinlichkeit synaptischer Vesikel beeinflussen (Futai et al, 
2007). Aufgrund der nachgewiesenen Funktion von Nrxn und Nlgn bei der Synaptogenese 
und synaptischen Transmission können Mutationen in den Genen beider Komponenten des 
Nrxn-Nlgn-Komplexes zu einer gestörten Ausbildung neuer synaptischer Kontakte und einer 
veränderten Transmission an exzitatorischen und inhibitorischen Synapsen führen (Reichelt et 
al, 2012). Somit sind sowohl Störungen der Nrxn-Nlgn-Interaktion als auch 
Beeinträchtigungen in der DAG-Ligandeninteraktion mit der Ausbildung kognitiver Defizite 
assoziiert. Auch wenn die genaue kognitive Symptomatik der Dystrophie-Patienten bisher 
wenig beschrieben wurde, gilt es zu untersuchen, ob und inwiefern die DAG-Bindung an 
Nrxn die Interaktion von Nrxn mit seinen anderen bekannten Liganden beeinflusst.  
 
1.1. Neurexine 
 
Nrxn wurde als Rezeptor für α-Latrotoxin (LTX), dem Vertebraten-spezifischen Toxin der 
Schwarzen Witwe entdeckt, welches eine massive Neurotransmitter-Freisetzung aus der 
präsynaptischen Endigung verursacht (Ushkaryov et al, 1992; Ushkaryov et al, 2008). Darauf 
basierend wurde zunächst davon ausgegangen, dass Neurexine präsynaptisch lokalisiert sind 
(Geppert et al, 1998; Missler et al, 2003). Jedoch wurde gezeigt, dass diese Proteine auch eine 
postsynaptische Funktion haben können (Kattenstroth et al, 2004; Taniguchi et al, 2007). 
Neurexine sind bereits im embryonalen ZNS (E12) nachweisbar, wo sie ubiquitär in fast allen 
Hirnregionen der Maus exprimiert werden (Püschel & Betz, 1995). Im adulten ZNS dagegen 
zeigt sich ein teilweise differenzierteres Expressionsmuster mit Nrxn-Vorkommen unter 
anderem im zerebralen Kortex, Hippocampus, Thalamus und Zerebellum (Ullrich et al, 1995).  
 
Im Säuger-Genom gibt es drei Nrxn-Gene (Nrxn1-3), von denen jedes für ein extrazellulär 
längeres αNrxn und ein kürzeres βNrxn kodiert (Tabuchi & Südhof, 2002). α- und βNrxn 
werden von zwei unabhängigen Promotoren transkribiert, wobei ein upstream-Promotor das 
lange αNrxn-Transkript generiert, während ein downstream, zwischen den kodierenden 
            Einleitung   
 4 
Exonen 17 und 18, gelegener βNrxn-Promotor für das kürzere βNrxn verantwortlich ist. Das 
erste βNrxn-spezifische Exon ist Exon 18 auf dem Nrxn-Gen, welches die zum αNrxn 
unterschiedlichen N-terminalen Reste des βNrxns sowie ein ungewöhnlich langes 
Signalpeptid kodiert (Rowen et al, 2002 Ushkaryov, 1994, 8163501; Ullrich et al, 1995). 
Nrxn1 und Nrxn3 zählen mit 1,1Mb und 1,6Mb im Vertebraten-Genom zu den größten 
Genen. Sie erreichen fast die Größe des Dystrophin-Gens (2,25Mb; Tabuchi & Südhof, 2002). 
Ein in Drosophila entdecktes NrxnIV ist kein Nrxn-verwandtes Protein und der Gruppe der 
CASPR/Paranodin/CTNAP-Proteine zugehörig (Missler & Südhof, 1998a; Tabuchi & 
Südhof, 2002). Die Gene der Vertebraten-Neurexine enthalten, im Fall von αNrxn fünf (SS1-
5) und im Fall von βNrxn zwei (SS4-5), alternative splice-Stellen und ermöglichen so die 
Expression von 3908 verschiedenen Nrxn-Varianten (Tabuchi & Südhof, 2002). Die splice-
Stellen 2, 3 und 4 befinden sich an unterschiedlichen Positionen innerhalb der Domänen 
αLNS2, αLNS4 und αLNS6/βLNS. Während einige splice-Stellen nur wenige zusätzliche 
Peptid-Einbaustücke (inserts) enthalten, können andere Stellen mehr als zehn verschiedene 
Varianten beherbergen (Missler et al, 1998a). So können sich an der splice-Stelle 1 aller α-
Neurexine mehrere Mini-Exone befinden, während in der splice-Stelle 5 von Nrxn2 alternativ 
194 Aminosäuren (AS) eingebaut werden. Weiterhin können einige inserts in der splice-Stelle 
5 ein Stop-Codon enthalten, was zur Produktion von löslichen Nrxn-Molekülen führt 
(Ushkaryov & Südhof, 1993). In der splice-Stelle 4 humanen und murinen Nrxns können 
alternativ 30 AS eingebaut werden. Der Prozess des alternativen splicens, dem sämtliche 
Neurexine unterliegen, moduliert die Interaktion von Nrxn mit einigen seiner Liganden 
(Matsuda & Yuzaki, 2011; Siddiqui et al, 2010; Sugita et al, 2001). 
 
Das längere αNrxn besteht aus einem Signalpeptid und sechs LNS (Laminin, Neurexin, Sex 
hormone binding globulin) Domänen (αLNS1-6), welche drei Kassetten mit je zwei LNS-
Domänen bilden, die jeweils eine zwischengelagerte EGF- (epidermal growth factor) 
ähnliche Domäne besitzen (Missler & Südhof, 1998a). Das kürzere βNrxn besitzt nur eine 
LNS-Domäne, die der αLNS6, bis auf einen 37 Reste umfassenden Histidin-reichen N-
Terminus, identisch ist (Abb. 1., Ushkaryov et al, 1994). Der zwischen α- und βNrxn 
identische C-Terminus beherbergt unter anderem ein Klasse II PDZ-Bindungsmotiv, über das 
Neurexine mit den PDZ-Domänen verschiedener präsynaptisch lokalisierter Proteine, wie 
CASK (Hata et al, 1996), Mint1 (Biederer & Südhof, 2000), Syntenin (Grootjans et al, 2000), 
CIPP (Kurschner et al, 1998) und Drosophila Syd-1 (Owald et al, 2012) interagieren.  
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Abbildung 1: Schema der Domänen-Struktur von α- und βNeurexin 
SP = Signalpeptid, LNS = (Laminin, Neurexin, Sex hormone binding globulin), EGF = (Epidermal growth 
factor-like), TMD Transmembrandomäne 
 
Bisher identifizierte Liganden der extrazellulären Sequenzen von Nrxn1α (αDAG, Nxph, 
Nlgn, LRRTM, Cbln) binden an zwei distinkte Domänen, die αLNS2 und αLNS6. Nxph und 
αDAG interagieren dabei mit der αLNS2 und αDAG, Nlgn, LRRTM und Cbln mit der 
αLNS6. Während die Bindung von αDAG, Nlgn und LRRTM Kalzium-abhängig ist (Arac et 
al, 2007; Chen et al, 2008; Fabrichny et al, 2007; Siddiqui et al, 2010; Sugita et al, 2001), 
binden Nxph und Cbln unabhängig vom Vorhandensein von Kalzium an Nrxn1α (Matsuda & 
Yuzaki, 2011; Missler et al, 1998b; Uemura et al, 2010). Hieraus wird deutlich, dass die 
Mehrheit der Nrxn-Liganden mit der αLNS6 interagiert. Diese Tatsache scheint 
außergewöhnlich, da das schematische Nrxn-Modell (Abb. 1.) impliziert, dass die αLNS6 
diejenige LNS-Domäne ist, die am nächsten zur präsynaptischen Membran lokalisiert ist. Wie 
jedoch von anderen Adhäsionsmolekülen, z.B den Cadherinen, bekannt ist, sollten Liganden 
stets an diejenigen Domänen binden, welche sich am meisten distal von der synaptischen 
Membran befinden (Nose et al, 1990; Pokutta & Weis, 2007).  
 
Die Nrxn-LNS-Domänen unterliegen, wie oben erwähnt, dem Prozess des alternativen 
splicens. So werden auch die mit den Liganden interagierenden Domänen αLNS2 und 
αLNS6 an den splice-Stellen 2 und 4 diesem Prozess, innerhalb der Proteinbiosynthese, 
unterzogen. Die Ligandenbindung wird dadurch insofern beeinflusst, als dass das 
Vorhandensein eines inserts eine Interaktion blockieren oder begünstigen kann. LRRTM und 
αDAG benötigen insert-freie Domänen (Siddiqui et al, 2010; Sugita et al, 2001), während die 
Bindung von Cbln an das Vorhandensein eines inserts an der splice-Stelle 4 geknüpft ist 
(Matsuda & Yuzaki, 2011; Uemura et al, 2010). Im Gegensatz dazu bindet Nxph splice-
unabhängig an die αLNS2 (Missler et al, 1998b). Die Bindung von Nlgn an Nrxn ist etwas 
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komplexer, da auch Nlgn alternative splice-Stellen besitzt. So enthält Nlgn1 zwei splice-
Stellen, genannt A und B (Ichtchenko et al, 1995), während Nlgn2 und Nlgn3 nur eine splice-
Stelle, genannt A, aufweisen (Ichtchenko et al, 1996). Affinitätsaufreinigungs-Experimente 
führten zur ursprünglichen These, dass ausschließlich βNrxn ohne splice-insert in splice-
Stelle 4 (-SS4) an Nlgn1 binden könne (Ichtchenko et al, 1995). Daraus, und aus weiteren 
Experimenten, ergab sich die Annahme, dass es einen spezifischen splice-Code für die Nrxn-
Nlgn-Bindung gibt (Boucard et al, 2005; Chih et al, 2006). Entgegen dieser Theorie konnte 
jedoch eine Interaktion von Nrxn1α (+SS4) mit Nlgn1 (-B) (Boucard et al, 2005) und den 
Neuroliginen 2 und 3 (Koehnke et al, 2010) nachgewiesen werden. Die biochemische 
Untersuchung der Nrxn-Nlgn-Interaktion offenbarte die Ausbildung sämtlicher 
Kombinationen der Interaktion von Nlgn1 (+/-B) und βLNS/αLNS6 (+/-SS4), wobei 
unterschiedliche Bindungsaffinitäten detektiert wurden (Koehnke et al, 2010). Während die 
Interaktion der βLNS/αLNS6 (+SS4) mit Nlgn1 (+B) möglich ist, konnte die Bindung von 
Nlgn1 mit B-insert an Nrxn1α (+SS4) nicht nachgewiesen werden (Boucard et al, 2005; 
Reissner et al, 2008). Es kann demzufolge festgehalten werden, dass eine Bindung von 
Nrxn1α (-SS4) an alle Nlgn-Varianten möglich ist (Boucard et al, 2005; Comoletti et al, 
2006; Koehnke et al, 2010; Leone et al, 2010; Miller et al, 2011; Reissner et al, 2008; Tanaka 
et al, 2011), die Bindung jedoch mit unterschiedlicher Affinität stattfindet. Für die βLNS 
wurde gezeigt, dass die Affinität von Nlgn1 (-B) für die insert-freie βLNS höher ist als für die 
βLNS mit insert an der SS4 (Koehnke et al, 2010).  
 
1.2. LNS-Domänen 
 
LNS-Domänen sind Lektin-ähnliche Domänen und binden daher spezifisch Zuckerstrukturen. 
Sie sind Bestandteil vieler extrazellulärer Proteine und unter anderem beteiligt an 
Zelladhäsion, Zellmigration und Zielerkennung (Bork et al, 1996). Die LNS-Domäne wurde 
ursprünglich als Teil der Laminin α-Kette identifiziert und besitzt 20-25% Sequenzhomologie 
mit den Domänen von Neurexin und Sex Hormon Binding Globulin (SHBG; Deutzmann et al, 
1988 Joseph, 1992, 1532944; Ushkaryov et al, 1992). Diese Ähnlichkeit in der Sequenz 
prägte die Abkürzung LNS (Missler & Südhof, 1998a). LNS-Domänen besitzen eine 
Kernstruktur, bestehend aus einem β-Faltblatt-Sandwich, welches in Nrxn aus den β-Strängen 
β3, β8, β9, β10 und β4, β5, β6, β7 und einem benachbarten zwei-strängigen β-Faltblatt aus 
β2 und β11 gebildet wird (Abb. 2.). Die einzelnen β-Stränge werden durch Schleifen 
miteinander verbunden, die innerhalb der Domänenfamilie variabel sind. Diese Kernstruktur 
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stellt dabei ca. 50% der LNS-Domäne dar. Die LNS-Domänen sind strukturell verwandt mit 
Pentraxinen, bakteriellen β-Glucanasen, tierischen Galektinen und pflanzlichen Lektinen, wie 
Conacanavalin A (ConA; Rudenko et al, 2001). Die Mitglieder der ConA-Familie von 
Proteinen komplexieren zweiwertiges Zink oder Kalzium an ihrer Oberfläche. Die LNS-
Domänen von Laminin, Agrin und Neurexin zeichnen sich durch die Bindung eines Kalzium-
Ions innerhalb der, von den Schleifen gebildeten, Domänenoberfläche aus (Abb. 2.). 
Innerhalb dieser Region bindet Laminin, vermittelt über basische Reste in der Umgebung 
dieser Kalzium-Bindungsstelle, Liganden wie αDAG und Heparin (Hohenester et al, 1999; 
Tisi et al, 2000). Agrin interagiert in ähnlicher Weise über seine LG3-Domäne mit 
Heparansulfat und ebenso αDAG und Heparin (Gee et al, 1994; Sallum et al, 2007). Die 
Kalzium-Koordination in den LNS-Domänen von Laminin, Agrin und Nrxn ist 
unveränderlich und bewirkt so, dass die an der Kalzium-Bindung beteiligten Reste innerhalb 
der Kernstruktur der Gruppenmitglieder, identisch positioniert sind. 
 
 
 
Diese Rigidität ist einzigartig, da in anderen Proteinen die Kalzium-Bindung über flexible 
Schleifen vermittelt wird und eine Konformationsänderung nach sich zieht (Grabarek, 2006; 
Koch et al, 1999; Rao et al, 1995). Die ursprüngliche Idee war daher, dass die variablen 
Schleifen an der Domänenoberfläche die Spezifität der LNS-Domänen für verschiedene 
Liganden, ähnlich der Antikörper-Erkennung von Peptiden, vermitteln. Sie wurden deshalb 
hypervariable Region genannt (Rudenko et al, 2001). Die Schleifen der Nrxn-LNS-Domänen 
unterscheiden sich in ihrer Größe und enthalten Insertionsstellen für zusätzliche Polypeptide. 
Sie vermitteln, entgegen den Vorstellungen, jedoch nicht die spezifische Ligandeninteraktion 
der LNS-Domänen, da sowohl LRRTM als auch Nlgn trotz ihrer strukturellen 
Abbildung 2: Kernstruktur der LNS-Domänen von 
Neurexin, Agrin und Laminin 
Zwei β-Faltblätter, zusammengesetzt aus den Strängen 
β3, β8, β9, β10 und β4, β5, β6, β7 sowie einem zwei-
strängigen Faltblatt aus β2 und β11, bilden die 
Kernstruktur der LNS-Domänen von Nrxn, Agrin und 
Laminin, ein β-Sandwich. Die einzelnen β-Stränge sind 
über Schleifen miteinander verbunden. Die Kalzium-
Bindungsstelle befindet sich in einer rigiden Tasche 
innerhalb der Schleifen. 
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Verschiedenheit an dasselbe Epitop auf der αLNS6 von Nrxn1α binden (Arac et al, 2007 
Chen, 2008, 18084303, Fabrichny, 2007, 18093521; Siddiqui et al, 2010). Die Bindung von 
Cbln an die αLNS6 ist die bisher einzig bekannte Interaktion, die direkt an das 
Vorhandensein einer Schleife in der splice-Stelle 4 geknüpft ist. Vermutlich interagiert Cbln 
dabei direkt mit dem, während des alternativen splice-Prozesses, eingefügten Peptidstücks 
(Matsuda & Yuzaki, 2011; Uemura et al, 2010).  
 
Im Vergleich zur Laminin 2αLNS5-Oberfläche, die zahlreiche Lysin- und Arginin-Reste in 
der Umgebung der Kalzium-Bindungsstelle aufweist (Hohenester et al, 1999; Tisi et al, 
2000), besitzen die Nrxn-Domänen αLNS2 und αLNS6, als Liganden-bindende Domänen 
von Nrxn1α, hydrophobe Reste auf ihrer Oberfläche. Die Auflösung der Kristallstrukturen 
beider Domänen offenbarte konservierte Reste hinsichtlich Aminosäuresequenz und 
dreidimensionaler Struktur in der unmittelbaren Umgebung der Kalzium-Bindungsstelle, 
wohingegen die Domänenoberfläche außerhalb dieser direkten Umgebung Sequenz-
Variationen aufweist (Arac et al, 2007; Chen et al, 2008; Fabrichny et al, 2007; Sheckler et al, 
2006). Die Kristallstruktur zeigt eine identische oktaedrische Kalzium-Koordination beider 
αLNS-Domänen, an der Seitenketten-Carboxyl- sowie Hauptketten-Carbonyl-
Sauerstoffatome beteiligt sind. Die Kalzium-Koordination wird von Wassermolekülen 
vervollständigt (Sheckler et al, 2006). Der Vergleich der Kalzium-Bindungsstellen der 
αLNS2 und αLNS6 zeigt eine Konservierung der Kalzium-Koordinationsreste D329, L346 
und M414 der αLNS2 und der korrespondierenden Reste auf der αLNS6 (D1183, V1200, 
I1282), wohingegen der ebenso Kalzium-bindende Rest N1284 der αLNS6 auf der αLNS2 
durch ein Glycin (G416) ersetzt ist. Beide Domänen unterscheiden sich hinsichtlich der 
Oberflächenladung in der Umgebung der Kalzium-Bindungsstelle. Während die Region um 
die Kalziumbindungsstelle auf der αLNS2 eine Reihe negativ geladener Reste aufweist, 
besitzt die αLNS6-Oberfläche in diesem Bereich eine Vielzahl hydrophober Reste. Hier wird 
die negative Ladung in der Nähe der Kalzium-Bindungsstelle durch die Koordination des 
Kalzium-Ions neutralisiert und so die hydrophobe Interaktion der αLNS6 mit Nlgn ermöglicht 
(Reissner et al, 2008; Striegel et al, 2012). Während die Charakteristika der Nlgn-Bindung an 
die αLNS6 bereits beleuchtet wurden, bleibt bisher unklar wie die Bindung von αDAG an die 
αLNS2 und die αLNS6 vermittelt wird. 
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1.3. Der Neurexin-Neuroligin-Komplex  
 
Nlgn ist der bisher am besten charakterisierte Bindungspartner der αLNS6 und βLNS. Dabei 
handelt es sich um ein neuronales Zelloberflächenprotein mit einer Extrazellulärregion, 
welche über eine glykosylierte linker-Sequenz mit einer Transmembranregion verknüpft ist. 
Die Extrazellulärregion besteht aus einer katalytisch inaktiven, Acetylcholin-Esterase 
ähnlichen Domäne, welche die Interaktion mit einem zweiten Nlgn-Molekül und damit die 
Dimerisierung von Nlgn vermittelt (Arac et al, 2007; Comoletti et al, 2003; Comoletti et al, 
2006; Dean et al, 2003; Ichtchenko et al, 1995; Poulopoulos et al, 2012; Südhof, 2008). In 
Säugetieren werden vier Nlgn-Gene exprimiert (Nlgn1-4; Bolliger et al, 2001), deren 
Proteinprodukte sich im Bereich der Postsynaptischen Dichte (PSD) anreichern. Ein weiteres 
Nlgn, Nlgn5, wurde nur im Menschen nachgewiesen (Südhof, 2008). Es konnte gezeigt 
werden, dass Nlgn1 vorwiegend in exzitatorischen und Nlgn2 hauptsächlich in inhibitorischen 
Synapsen zu finden ist, während Nlgn3 vermutlich in beiden Synapsentypen vorkommt 
(Budreck & Scheiffele, 2007; Chubykin et al, 2007; Graf et al, 2004; Song et al, 1999; 
Varoqueaux et al, 2004). Nlgn4 konnte in neugeborenen Mäusen nicht detektiert werden und 
macht nur einen geringen Teil (ca. 3%) der gesamten Nlgn-Proteine im adulten Gehirn aus 
(Varoqueaux et al, 2006). Gemeinsam mit Nlgn3 wird Nlgn4 auch in peripheren Geweben 
exprimiert (Bolliger et al, 2001). Alle Neuroligine unterliegen dem Prozess des alternativen 
splicens an der Position A. Nlgn1 enthält eine zusätzliche splice-Stelle B (Boucard et al, 
2005; Ichtchenko et al, 1995; Ichtchenko et al, 1996). Die Bindungseigenschaften zwischen 
Nrxn und Nlgn werden durch das alternative splicen beider Interaktionspartner beeinflusst. Es 
wurde gezeigt, dass Neuroligine sowohl an αNrxn als auch an βNrxn binden, wobei bis auf 
eine Ausnahme jedes Nrxn an jedes Nlgn binden kann, wenn die Inkubationsszeit lang genug 
ist (Boucard et al, 2005; Comoletti et al, 2006; Koehnke et al, 2010; Leone et al, 2010; Miller 
et al, 2011; Reissner et al, 2008; Tanaka et al, 2011). Die Ausnahme stellt die Bindung von 
Nlgn1 mit splice-insert an Position B (+B) an Nrxn1α mit splice-insert an Position 4 (+SS4) 
dar, welche vermutlich aufgrund einer sterischen Inhibition durch die räumliche Anordnung 
der αLNS5 und EGF3 von Nrxn1α hervorgerufen wird (Boucard et al, 2005; Reissner et al, 
2013, in press).  
 
Neurexine besitzen an ihrem C-Terminus eine Klasse II PDZ-Domänen-Bindungsstelle mit 
der präsynaptische Proteine wie CASK oder Protein 4.1 über ihr PDZ-Motiv interagieren und 
die Neurexine so an das Aktin-Zytoskelett koppeln (Biederer & Südhof, 2001; Hata et al, 
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1996). CASK ist ein Mitglied der Membran assoziierten Guanylat-Kinase (MAGUK) 
Proteinfamilie und enthält als solches eine PDZ-Domäne, eine SH3-Domäne und eine 
Guanylat-Kinase Domäne. Der N-Terminus von CASK beinhaltet eine Kalzium-Calmodulin 
abhängige Kinase-Domäne. CASK interagiert seinerseits unter anderem mit VELI und MINT 
und bildet so einen trimeren Komplex (Borg et al, 1999; Butz et al, 1998). Neuroligine 
interagieren an der Postsynapse mit Klasse I PDZ-Domänen, wie PSD95, ebenfalls einem 
Mitglied der MAGUK-Familie (Irie et al, 1997). PSD95 ist seinerseits an der Rekrutierung 
von Glutamat-Rezeptoren an der postsynaptischen Membran beteiligt (Sheng & Hoogenraad, 
2007) und bindet über seine Guanylat-Kinase-Domäne an intrazelluläre Adapterproteine wie 
GKAP. GKAP ist wiederum mit Mitgliedern der SHANK-Proteinfamilie assoziiert. In 
Mausmodellen wurde gezeigt, dass sowohl der knockout der drei Neuroligine (1-3) als auch 
der Dreifach-knockout der α-Neurexine letal ist (Missler et al, 2003; Varoqueaux et al, 2006). 
Die Interaktion von Nrxn und Nlgn mit ihren intrazellulären Liganden ist vermutlich ein 
Schlüsselaspekt der in Kultur gefundenen, synaptogenen Eigenschaften beider Moleküle. So 
induziert in nicht neuronalen Zellen transfiziertes Nrxn oder Nlgn die Bildung funktioneller 
Synapsen über das clustering prä- und postsynaptischer Proteine (Graf et al, 2004; Scheiffele 
et al, 2000). An der Zelloberfläche exprimiertes Nrxn induziert dabei das clustering der 
Proteine Gephyrin und PSD95 in inhibitorischen und exzitatorischen Terminalien, während 
die Nlgn-Expression die Zusammenlagerung präsynaptischer Markerproteine in benachbarten 
Axonen hervorruft (Dean et al, 2003; Nam & Chen, 2005). Nrxn loss of function-Studien 
ergaben eine modulierte Neurotransmitter-Freisetzung an exzitatorischen Synapsen, zeigten 
jedoch weitestgehend keine Veränderung der Synapsenzahl (Dudanova et al, 2007; Missler et 
al, 2003). Ähnliche Studien mit Nlgn-defizienten Mäusen zeigten ebenso keinen Effekt auf 
die Anzahl exzitatorischer und inhibitorischer Synapsen (Poulopoulos et al, 2012; 
Varoqueaux et al, 2006). Die genaue Rolle des Nrxn-Nlgn-Komplexes bei der Ausbildung 
und Reifung intakter Synapsen sowie der Aufrechterhaltung der synaptischen Funktion in 
vivo ist bisher nicht eindeutig geklärt und muss weitergehend untersucht werden. 
 
1.3.1. Die Rolle des Neurexin-Neuroligin-Komplexes in Autismus-assoziierten 
Erkrankungen 
 
Veränderungen innerhalb der Nrxn- und Nlgn-Gene konnten in Patienten gefunden werden, 
die an Autismus-assoziierten Erkrankungen (autism spectrum disorder, ASD) und 
Schizophrenie leiden (Doherty et al, 2012; Ey et al, 2011; Levinson et al, 2012; Reichelt et al, 
2012). So wurden Punktmutationen, Translokationen und Deletionen in den Genen von 
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Nrxn1α, Nrxn3α und βNrxn (Ching et al, 2010; Feng et al, 2006; Kim et al, 2008; Kirov et al, 
2009; Marshall et al, 2008; Szatmari et al, 2007; Vaags et al, 2012; Yan et al, 2008; Zahir et 
al, 2008) sowie den Genen für Nlgn3 und Nlgn4 als mögliche Risikoregionen in ASD- und 
Schizophrenie-Patienten identifiziert (Jamain et al, 2003; Laumonnier et al, 2004; Yan et al, 
2005). Weiterhin wurden ASD-assoziierte Mutationen und abnormale Veränderungen in der 
Anzahl der Kopien eines oder mehrerer DNA-Stücke (copy number variations, CNVs) in den 
Genen der Komplexe aus ProSAP2/Shank3 und ProSAP1/Shank2 und ProSAP3/Shank1 
gefunden (Berkel et al, 2010; Durand et al, 2007; Gauthier et al, 2009; Grabrucker et al, 2011; 
Kumar & Christian, 2009; Moessner et al, 2007; Sato et al, 2012). Die ProSAP/Shank-
Familienmitglieder interagieren mit zahlreichen Proteinen innerhalb der Postsynaptischen 
Dichte, wie Homer, ionotropen und metabotropen Glutamat-Rezeptoren und Komponenten 
des Aktin-Zytoskeletts (Kreienkamp, 2008). Sie sind dadurch unter anderem an der 
Regulation der spine-Morphologie und der NMDA/AMPA-vermittelten Signalübertragung 
beteiligt. Des Weiteren induziert der ProSAP2/Shank3-Komplex Veränderungen der vom 
transsynaptischen Nrxn/Nlgn-Komplex modulierten prä- und postsynaptischen Funktion 
(Arons et al, 2012). 
 
Mutationen und Deletionen in den Genen von Nrxn und Nlgn verursachen Veränderungen in 
den Nrxn- und Nlgn-Proteinen, welche distinkt an exzitatorischen (Nlgn1) und inhibitorischen 
(Nlgn2) Synapsen (Chubykin et al, 2007; Varoqueaux et al, 2004) sowie ubiquitär an beiden 
Synapsentypen (αNrxn, βNrxn) exprimiert werden (Kattenstroth et al, 2004 Missler, 2003, 
12827191; Zhang et al, 2010). Ein Ungleichgewicht des Verhältnisses exzitatorischer und 
inhibitorischer synaptischer Aktivität könnte an den pathogenen Mechanismen der Autismus-
assoziierten Störungen beteiligt sein (Bourgeron, 2009; Yizhar et al, 2011), wie die 
Beobachtung des Auftretens eines epileptischen Phänotyps in einem Teil der ASD-Patienten 
zeigt (Bolton et al, 2011; Canitano, 2007; Danielsson et al, 2005; Giovanardi Rossi et al, 
2000). Im umgekehrten Fall konnten ebenso Symptome autistischer Erkrankungen in 
Epilepsie-Patienten nachgewiesen werden (Matsuo et al, 2010; Saemundsen et al, 2007; 
Steffenburg et al, 2003). Nrxn1 wurde dabei sowohl, wie bereits beschrieben, als 
Kandidatengen für ASDs, als auch für Epilepsie identifiziert (Gregor et al, 2011; Harrison et 
al, 2011). Zur Gruppe der ASDs zählen der klassische Autismus, das Asperger-Syndrom, das 
Rett-Syndrom sowie weitere tiefgreifende Entwicklungsstörungen (Lord et al, 2000; Pardo & 
Eberhart, 2007), die sich durch eine Reihe von kognitiven Defiziten und Verhaltensanomalien 
auszeichnen. Zu den Schlüsselsymptomen gehören Sprachstörungen, Schwierigkeiten bei der 
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Kommunikation und Ausbildung sozialer Kontakte, Lernbehinderungen, ein begrenztes 
Interessenspektrum sowie stereotype, sich wiederholende Verhaltensmuster (Südhof, 2008). 
Dies weist auf eine veränderte Funktionalität der neuronalen Netzwerksysteme im Gehirn hin. 
So wurde in einer Reihe von Studien an Autismus-Patienten eine gestörte neuronale 
Migration detektiert, die ursächlich für beschriebene Veränderungen in der Mikroarchitektur 
des Gehirns, wie einer unregelmäßigen Kortexschichtung oder einer erhöhten Neuronendichte 
in distinkten Hirnregionen sein kann (Schmitz & Rezaie, 2008; Wegiel et al, 2010). 
Neuronale Migrationsdefizite in Autismus-Patienten wurden dabei mit unterschiedlichen 
intrazellulären und transmembranen Proteinen in Verbindung gebracht. So beschrieben Yang 
et al. eine stimulierte Migration zerebraler kortikaler Neurone und zerebellärer Körnerzellen 
nach Modulation der Ras/Raf/ERK-Kaskade (Yang et al, 2013).  
 
Die Symptomatik der mentalen Retardierung und kognitiver Defizite wurde auch bei 
Patienten beobachtet, die unter angeborener muskulärer Dystrophie (CMD) leiden. Muskuläre 
Dystrophien sind vorwiegend autosomal rezessiv vererbte, heterogene Myopathien, die durch 
eine verzögerte motorische Entwicklung, häufig angeborene Hypotonie und fortschreitenden 
Muskelschwund gekennzeichnet sind (Reed, 2009). Betroffen ist neben der Skelettmuskulatur 
auch die Funktionalität von Herz und Lunge (Pane et al, 2012). Die muskulären Dystrophien 
unterteilen sich in eine Reihe einzelner Krankheitsbilder. Dazu gehören unter anderem die 
Duchenne Muskeldystrophie (DMD), das Walker-Warburg-Syndrom (WWS), die 
Oberschenkel-Hüftgürtel Muskeldystrophie (Limb Girdle Muscular Dystrophy, LGMD), die 
Muskel-Augen-Hirn-Erkrankung (Muscle-Eye-Brain Desease, MEB) und die angeborene 
Fukuyama-Muskeldystrophie (Fukuyama Congenital Muscular Dystrophy, FCMD). 
Ursächlich für das Auftreten dieser Erkrankungen sind Mutationen in den Genen von ECM-
Proteinen, transmembranen und Membran-assoziierten Proteinen sowie Proteinen der 
nukleären Matrix (Blake et al, 2002; Campbell, 1995). Des Weiteren wurden Mutationen in 
den Genen der Komponenten des DGC oder Mutationen in den Genen der Enzyme, die eine 
posttranslationale Modifikation dieser Komponenten vermitteln, mit schweren Formen der 
muskulären Dystrophie assoziiert. So wurden Einzelnukleotid-Mutationen, 
intrachromosomale Inversionen und autosomale Translokationen innerhalb des Gens für 
Dystrophin dokumentiert (Ahn & Kunkel, 1993; Anderson et al, 2002; Bhat et al, 2006 
Nardes, 2012, 22344614; Takeshima et al, 2010; Tran et al, 2013). Dystrophin ist ein 
zentraler Bestandteil des DGC und als solcher direkt an der Kopplung des intrazellulären 
Aktin-Zytoskeletts an Bestandteile der ECM beteiligt (Blake et al, 2002; Perronnet & 
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Vaillend, 2010). Zusätzlich zu Veränderungen in den Genen der direkten Bestandteile des 
DGC konnten Mutationen in den Genen von bekannten und putativen Glykosyltransferasen 
mit dem Auftreten der oben genannten Symptome in Dystrophie-Patienten korreliert werden 
(Barresi et al, 2004; Buysse et al, 2013; Clement et al, 2008; Godfrey et al, 2007; Hiroi et al, 
2011; Longman et al, 2003; Manzini et al, 2012; Roscioli et al, 2012; Stevens et al, 2013; 
Yoshida et al, 2001). Die der Muskelschwäche und dem Muskelschwund, dem 
Hauptsymptom der Dystrophie-Patienten, zugrunde liegenden molekularen Mechanismen 
wurden bereits eingehend beschrieben. So ist bekannt, dass eine gestörte Kalzium-
Homöostase, eine erhöhte Expression inflammatorischer Moleküle (z.B. Zytokine), der 
proinflammatorisch wirkende Transkriptionsfaktor NFκB (Aggarwal, 2004; Li et al, 2008a) 
und oxidativer Stress, u.a. in Form von reaktiven Sauerstoff-Spezies (ROS; Moylan & Reid, 
2007; Tidball & Wehling-Henricks, 2007), zum Auftreten von Muskelschwäche beitragen. 
Weiterhin wurde den Matrix-Metalloproteinasen (Page-McCaw et al, 2007) und den 
Molekülen Osteopontin (Wang & Denhardt, 2008), TGFβ (Mann et al, 2011) und Myostatin 
(Grobet et al, 1997) eine Rolle bei der Ausbildung dystrophischer Symptome zugeschrieben. 
Mechanismen der Apoptose (Miller & Girgenrath, 2006) und Autophagie (Masiero et al, 
2009; Sandri, 2010; Sandri et al, 2004) beschließen die Liste der bekannten molekularen 
Determinanten. Bekannte Gehirn-assoziierte Symptome der muskulären Dystrophien sind 
Sehstörungen und Hirnfehlbildungen, wie Mikropolygyrie, Hydrozephalus, Agenese des 
Corpus Callosum, Hemispherenfusion oder zerebrale Hypoplasie (Kobayashi et al, 1998; van 
Reeuwijk et al, 2005). Eine gehäuft auftretende Störung ist die Cobblestone (Typ II) 
Lissenzephalie (Muntoni & Voit, 2004). Die Typ II Lissenzephalie ist gekennzeichnet durch 
eine gliale und neuronale Heterotopie, hervorgerufen durch Migrationsstörungen der 
kortikalen Neurone und einer daraus resultierenden, pathologisch veränderten Schichtung des 
zerebralen Kortex (Olson & Walsh, 2002). Neuronale Migrationsstörungen sind ebenso 
ursächlich für weitere der aufgezählten Hirnanomalien, wie z.B. der Mikropolygyrie 
(Kobayashi et al, 1998). Eine veränderte neuronale Migration und gestörte zerebrale 
Kortexschichtung, einhergehend mit mentaler Retardierung und kognitiven Defiziten sind 
somit gemeinsame Nenner zwischen den Krankheitsbildern der Autismus-assoziierten 
Erkrankungen und muskulären Dystrophien. Im Gen für DAG, welches als zentrale 
Komponente des DGC andere Proteine dieses Komplexes miteinander verknüpft, wurde 
bisher lediglich eine Mutation identifiziert, die dieses Protein mit dem Auftreten muskulärer 
Dystrophien, speziell der LGMD, assoziiert (Hara et al, 2011a), während für andere 
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Komponenten des DGC, wie bereits beschrieben, zahlreiche abnormale Veränderungen 
innerhalb der Gene bekannt sind. 
 
1.4. Dystroglycan  
 
Das multifunktionale Adhäsionsprotein DAG wurde ursprünglich als Laminin-Ligand in der 
Plasmamembran unterschiedlicher Zelltypen entdeckt und vorerst Cranin getauft (Smalheiser 
& Schwartz, 1987). Wenige Jahre später wurde es von K. Campbell und Kollegen erstmals 
aus Skelettmuskel als Bestandteil des DGC isoliert, kloniert und charakterisiert (Ervasti & 
Campbell, 1991; Ibraghimov-Beskrovnaya et al, 1992). DAG ist ein transmembranes 
Glykoprotein, welches innerhalb des DGC das Aktin-Zytoskelett der Zelle mit der 
umgebenden ECM verbindet. Über diese Verknüpfung des Zytoskeletts mit der umgebenden 
Basalmembran verleiht der DGC mechanische Stabilität, wie sie für die Aufrechterhaltung der 
Muskelfunktion essentiell ist (Petrof et al, 1993). DAG-Expression konnte in einer Vielzahl 
von Geweben im Organismus, wie dem Muskelgewebe, Epithel- und Endothelgewebe und 
insbesondere dem Nervengewebe nachgewiesen werden (Durbeej & Campbell, 1999; Durbeej 
et al, 1998; Satz et al, 2010). DAG wird sowohl im zentralen als auch peripheren 
Nervensystem exprimiert. Eine licht- und elektronenmikroskopische Untersuchung von 
immunzytochemisch markiertem DAG detektierte die Expression dieses Moleküls in 
Pyramidenzellen des zerebralen Kortex, in der Cornu Ammonis, im Gyrus dentatus und 
Subikulum des Hippocampus, im Bulbus olfaktorius, in wesentlichen Gebieten des 
Hirnstamms, in Purkinje- und Bergmannglia-Zellen des Zerebellums sowie in Basalganglien, 
Septum, Amygdala, Thalamus und Hypothalamus. Weiterhin konnte DAG in Astrozyten im 
Bereich der weichen Hirnhaut (Pia Mater) und Endothelzellen nachgewiesen werden 
(Zaccaria et al, 2001). Innerhalb des Nervensystems wird DAG eine Rolle bei der 
Aufrechterhaltung von Struktur und Funktion des ZNS (Moore et al, 2002), der Zelladhäsion 
(Matsumura et al, 1997), der frühen embryonalen Entwicklung (Satz et al, 2008; Williamson, 
1997), der Myelinisierung peripherer Neurone (Saito et al, 2003) und der neuromuskulären 
Synaptogenese (Jacobson et al, 1998; Montanaro et al, 1998) zugeschrieben. Weiterhin hat 
DAG eine Funktion bei der nicht neuronalen epithelialen Morphogenese (Durbeej & Ekblom, 
1997; Durbeej et al, 2001) und dient als zellulärer Rezeptor für Arenaviren und 
Mycobakterium leprae (Cao et al, 1998; Rambukkana et al, 1998; Spiropoulou et al, 2002). 
Besonderes Gewicht liegt auf der Funktion von DAG in der embryonalen Entwicklung, da der 
DAG-knockout im Mausmodell zu einem sofortigen Abbruch der Entwicklung an Tag E6,5, 
aufgrund der Unterbrechung der ersten extraembryonalen Basalmembran (Reichert Membran) 
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führt (Williamson, 1997). Die Funktion von DAG im sich entwickelnden Organismus konnte 
um eine weitere Rolle im reifenden Nervensystem erweitert werden. Mit Hilfe von in situ 
Hybridisierungsstudien konnte DAG sowohl in migrierenden Neuronen, als auch in radial 
orientierten Gliazellen im ZNS nachgewiesen werden (Henion et al, 2003; Ohtsuka-Tsurumi 
et al, 2004).  
 
1.4.1. Struktur und Ligandenbindung von Dystroglycan 
 
DAG besitzt eine hoch konservierte Aminosäure-Sequenz in Wirbeltieren und wird vom 
DAG1 Gen kodiert, welches im Menschen auf dem Chromosom 3p21 und in der Maus auf 
dem Chromosom 9 lokalisiert ist (Gorecki et al, 1994; Ibraghimov-Beskrovnaya et al, 1993). 
Das DAG-Gen umfasst zwei Exone, die durch ein langes Intron voneinander getrennt sind 
und kodiert zwei verschiedene Untereinheiten, α- und βDAG. Beide Untereinheiten werden 
von einer einzelnen mRNA als Propeptid translatiert und später posttranslational am Ser654 
proteolytisch gespalten. Es entstehen zwei nicht-kovalent verbundene Proteine (Holt et al, 
2000 Ibraghimov-Beskrovnaya, 1992, 1741056). Wird die proteolytische Spaltung beider 
DAG-Komponenten durch Mutation des Ser654 unterbunden, so entwickelt sich ein 
dystrophischer Phänotyp (Jayasinha et al, 2003). Die ersten 29 Aminosäuren des humanen 
DAG-Propeptids bilden das Signalpeptid. Dem Signalpeptid schließt sich C-terminal das 
extrazelluläre αDAG an, welches aus drei Domänen besteht: einer globulären N-terminalen 
und C-terminalen Domäne und einer zentralen, stark O-glykosylierten Mucin-ähnlichen 
Region (siehe Abb. 3.; Brancaccio et al, 1995; Brancaccio et al, 1997). DAG besitzt zudem 
vier potentielle N-Glykosylierungsstellen (Barresi & Campbell, 2006; Ibraghimov-
Beskrovnaya et al, 1992).  
 
 
Abbildung 3: Schematische Darstellung der Dystroglycan-Struktur 
SP = Signalpeptid, N = N-terminale Domäne von αDAG, Mucin = Mucin-ähnliche Region, C = C-terminale 
Domäne von αDAG, TMR = Transmembranregion 
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N- und O-Glykosylierung von αDAG machen mehr als die Hälfte der Molekülmasse des 
Proteins aus. αDAG bindet extrazellulär an Laminin (Ervasti & Campbell, 1993), Agrin (Gee 
et al, 1994), Biglykan (Bowe et al, 2000) und Perlecan (Peng et al, 1998) im Muskelgewebe, 
Nrxn im Gehirn (Sugita et al, 2001) und Pikachurin in der Retina (Sato et al, 2008). Die 
Liganden Laminin, Agrin, Perlecan (Hohenester et al, 1999), Neurexin (Rudenko et al, 2001) 
und Pikachurin (Kanagawa et al, 2010; Sato et al, 2008) besitzen LNS/LG-Domänen, welche 
die Kalzium-abhängige Bindung an αDAG vermitteln. Es wurde gezeigt, dass die N-
terminale Domäne von αDAG bei der Laminin-Bindung eine entscheidende Rolle spielt. 
Jedoch wurde der Mucin-ähnlichen Region eine ebenso wesentliche Rolle zugeschrieben. Des 
Rätsels Lösung ergab sich als entdeckt wurde, dass die N-terminale Domäne als 
Interaktionsstelle für die Like-Acetylglucosaminyltransferase (LARGE), einer 
Glykosyltransferase, fungiert, die das für die Laminin-Bindung notwendige Zuckermuster 
synthetisiert und anfügt (Fujimura et al, 2005; Kanagawa et al, 2004). Die Laminin-Bindung 
an αDAG, und die damit hergestellte Verbindung zwischen Sarkolemma und extrazellulärer 
Matrix, wurde bereits 1992 beschrieben (Ibraghimov-Beskrovnaya et al, 1992). Die 
Bindungseigenschaften blieben lange unbeleuchtet bis Yoshida-Moriguchi et al. die 
Notwendigkeit der O-Mannosyl-Phosphorylierung und LARGE-vermittelten Modifikation 
von αDAG für die Laminin-Bindung berichteten (Yoshida-Moriguchi et al, 2010). 
Schlussendlich konnte die genaue Laminin-Interaktionsstelle mit Identifikation der Threonin-
Reste 317 und 319 humanen DAGs aufgedeckt werden (Hara et al, 2011b). αDAG durchläuft 
einen umfangreichen Prozess der posttranslationalen Modifikation. Diese posttranslationale 
Modifikation unterscheidet DAG von Nrxn, welches im Wesentlichen auf RNA-Ebene durch 
alternatives splicen modifiziert wird (Missler & Südhof, 1998a). Zum einen erhält αDAG, 
vermittelt über Glykosyltransferasen, N- und O-verknüpfte Zuckerketten sowie O-Mannosyl-
verknüpfte Glykosylierungen an seiner Oberfläche (Barresi & Campbell, 2006), die lange als 
einzige Möglichkeit galten αDAG über Glykosylierungs-spezifische Antikörper 
nachzuweisen. Zum anderen wird αDAG im Laufe der posttranslationalen Entwicklung 
proteolytisch gespalten, was dieses Molekül für Zellkultur-Experimente weniger leicht 
zugänglich macht und so dazu führte, dass bisher nur wenige Daten darüber verfügbar sind. 
Neben der Prozessierung des Preproproteins zu α- und βDAG (Barresi & Campbell, 2006) 
wird die N-terminale Domäne von αDAG über die Proprotein Konvertase Furin abgespalten 
und die Laminin-Bindung so ermöglicht (Kanagawa et al, 2004; Singh et al, 2004). Furin wird 
ubiquitär in nahezu allen Geweben exprimiert (Dubois et al, 2001). Die lösliche N-terminale 
Domäne konnte in humanem Serum und Zerebrospinalflüssigkeit nachgewiesen werden 
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(Saito et al, 2008; Saito et al, 2011) und wird als Marker für neurodegenerative und 
neuromuskuläre Erkrankungen diskutiert (Bozzi et al, 2009b; Hesse et al, 2011). Weiterhin 
wurde ihr eine Rolle bei der Myelinisierung und Regeneration von Nerven zugeschrieben 
(Hall et al, 2003).  
 
Das transmembrane βDAG stellt die zweite DAG-Untereinheit dar. βDAG ist ein 43kDa 
großes Protein, dessen Prolin-reicher C-Terminus über die Interaktion mit Dystrophin oder 
Utrophin in nicht-muskulären Geweben (Chung & Campanelli, 1999; Matsumura et al, 1992) 
mit dem Aktin-Zytoskelett verbunden ist. Ein Teil der βDAG-Ektodomäne kann proteolytisch 
durch die Gelatinase Matrix-Metalloproteinase 9 (MMP-9) vom transmembranen βDAG 
abgespalten werden (Bozzi et al, 2009a). βDAG interagiert mit einer Reihe von 
zytoplasmatisch lokalisierten Proteinen. Die Interaktion mit Dystrophin/Utrophin erfolgt 
dabei über das PPXY-Motiv im C-Terminus von βDAG, mit dem es an die WW-ähnliche 
Domäne von Dystrophin bindet (Rentschler et al, 1999). Die WW-Domäne erhielt ihren 
Namen aufgrund zweier konservierter Tryptophan-Reste innerhalb der ersten Hälfte der C-
terminalen Domäne von Dystrophin. Die βDAG-Dystrophin-Interaktion wird von zwei 
Kalzium-bindenden EF-Hand-Domänen im Dystrophin-Molekül stabilisiert (Huang et al, 
2000; Rentschler et al, 1999). Ein weiterer Bindungspartner von βDAG ist α-Dystrobrevin, 
das ebenso ein EF-Hand-Motiv in seiner Struktur besitzt (Chung & Campanelli, 1999). Das 
spezifisch in den kleinen Einstülpungen der Plasmamembran im Muskelgewebe angesiedelte 
Protein Caveolin-3 kompetitiert mit Dystrophin um die Bindung an βDAG (Galbiati et al, 
2001; Sotgia et al, 2000). βDAG interagiert ebenso mit Rapsyn, einem am Acetylcholin-
Rezeptor (AChR)-clustering beteiligten Protein (Cartaud et al, 1998), und ist so beteiligt am 
Agrin-vermittelten clustering von Acetylcholin-Rezeptoren an der Neuromuskulären 
Endplatte (Kahl & Campanelli, 2003). Über die Assoziation mit den Signalmolekülen growth 
factor receptor-bound protein (Grb2) (Yang et al, 1995), mitogen-activated protein kinase 
(MAP)/ extracellular signal related kinase (ERK)-Kinase (MEK) und ERK (Spence et al, 
2004) spielt βDAG vermutlich in der Signaltransduktion und Zytoskelettorganisation eine 
wichtige Rolle. Die Funktion von DAG und des DGC bei der Gewährleistung von Stabilität 
und Elastizität der Muskelzelle gegenüber der Umgebung sowie der Transduktion und 
Modulation verschiedener Signalkaskaden ist, neben der Interaktion von βDAG mit seinen 
intrazellulären Bindungspartnern, an die Bindung von αDAG an Komponenten der 
extrazellulären Matrix geknüpft. Diese Bindung von αDAG an die Bestandteile der 
            Einleitung   
 18 
extrazellulären Matrix ist dabei an die Expression funktionell glykosylierten αDAGs 
gekoppelt.  
 
1.4.2. Dystroglycan-Glykosylierung 
 
Die Mucin-ähnliche Region von αDAG weist ein umfangreiches O-Glykosylierungsmuster 
auf, welches die Interaktion mit den extrazellulären Liganden Laminin, Agrin, Perlecan und 
Pikachurin vermittelt. Eine reduzierte Ligandenbindung, aufgrund einer mangelhaften oder 
fehlenden Glykosylierung (Hypoglykosylierung), ist die Hauptursache für das Auftreten von 
sogenannten Dystroglycanopathien (Michele & Campbell, 2003). Dystroglycanopathien 
bilden eine Unterklasse der heterogenen Gruppe angeborener muskulärer Dystrophien. 
Mutationen in den Genen der an der αDAG-Glykosylierung beteiligten bekannten und 
putativen Glykosyltransferasen führen zu spezifischen Defekten der O-Glykosylierung, im 
speziellen der O-Mannosylierung (Hewitt, 2009; Wells, 2013). Zu den identifizierten 
beteiligten Genen gehören: Protein-O-Mannosyltransferase 1 (POMT1; Beltran-Valero de 
Bernabe et al, 2002), Protein-O-Mannosyltransferase 2 (POMT2; van Reeuwijk et al, 2005), 
Protein-O-Mannosyl-Glucosaminyltransferase 1 (POMGnT1; Yoshida et al, 2001), Fukutin 
(Kobayashi et al, 1998), Fukutin-Related-Protein (FKRP; Brockington et al, 2001), 
Isoprenoid-Synthase domain containing (ISPD; Cirak et al, 2013; Roscioli et al, 2012; Willer 
et al, 2012), Glycosyltransferase-like domain containing 2 (GTDC2; Manzini et al, 2012), 
Beta-1,3-N-Acetylglucosaminyltransferase 1 (B3GnT1; Buysse et al, 2013), Beta-1,3-N-
Acetylgalactosaminyltransferase 2 (B3GALNT2; Stevens et al, 2013) und LARGE (Longman 
et al, 2003). Weiterhin konnten Mutationen von Genen, deren Proteinprodukte an der 
Synthese von Dolichol-Phosphat-Mannose (DPM), einem Zuckervorläufer, beteiligt sind mit 
dem Auftreten von Dystroglycanopathien assoziiert werden. Dabei handelt es sich um die 
Dolichol-Phosphat-Mannosyltransferase 2 (DPM2; Barone et al, 2012), die DPM3 (Lefeber et 
al, 2009) und die Dolichol-Kinase (DOLK; Lefeber et al, 2011).  
 
Bisher ist nur wenig über die genaue Funktion der einzelnen Glykosylierungs-assoziierten 
Enzyme bekannt. Es konnte gezeigt werden, dass der erste Schritt der O-Mannosylierung von 
αDAG von der POMT1 und POMT2 katalysiert wird, bei dem eine Mannoseeinheit von 
DPM auf αDAG übertragen wird (Manya et al, 2004). Im zweiten Schritt, katalysiert von der 
POMGnT1, wird ein N-Acetylglukosaminrest zur primären Mannose hinzugefügt (Yoshida et 
al, 2001). Die exakte Funktion der Glykosyltransferasen, Fukutin, FKRP, ISPD, GTDC2, 
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B3GnT1 und B3GALNT2 ist noch nicht bekannt. Im Gegensatz dazu wurde LARGE bereits 
hinsichtlich seiner Struktur charakterisiert (Grewal et al, 2005). LARGE ist ein Typ II 
Transmembranprotein und besitzt eine kurze N-terminale zytoplasmatische Domäne (8-10 
AS), eine kurze Transmembrandomäne (16-23 AS), eine variable Stammregion sowie zwei 
katalytische Domänen (Grewal et al, 2005). Bisher wurden zwei LARGE-Proteine, LARGE1 
und LARGE2, beschrieben, die beide im Golgi-Apparat lokalisiert sind. Mithilfe von RT-
PCR- Experimenten in adultem und embryonalem Mausgewebe konnte gezeigt werden, dass 
LARGE1 in Gehirn, Herz, Skelettmuskel, Magen, Blase und Pankreas lokalisiert ist, 
wohingegen LARGE2 in Niere, Pankreas, Placenta, Prostata und Speicheldrüsen vorkommt 
(Grewal et al, 2005). Auf funktioneller Ebene ist von LARGE bisher bekannt, dass es eine 
Zuckereinheit an bereits bestehende Zuckerreste am αDAG addiert. Studien mit muskulärem 
DAG demonstrieren die Notwendigkeit der LARGE-vermittelten DAG-Modifikation für die 
Laminin-Bindung in overlay-Versuchen (Kanagawa et al, 2009). Die essentielle Rolle von 
LARGE für die αDAG-Laminin-Bindung wurde ebenso in Studien mit Chinese Hamster 
Ovary- (CHO-) Zellen bestätigt (Patnaik & Stanley, 2005). DAG aus Myoblasten von 
Dystrophie-Patienten und Skelettmuskelgewebe von LARGE-defizienten (LARGEmyd) 
Mäusen erlangte die Bindungsfähigkeit an Laminin nach Behandlung mit LARGE wieder 
(Barresi et al, 2004). Ein vergleichbares Ergebnis zeigte die Überexpression von LARGE in 
POMGnT1-knockout und LARGEmyd Mäusen in denen die unterbrochene Verbindung 
zwischen αDAG und Pikachurin wieder hergestellt werden konnte (Hu et al, 2011). Overlay-
Studien mit rekombinant in HEK tsA201-Zellen hergestelltem DAG zeigten, dass eine 
LARGE-Überexpression dazu führt, dass αDAG seine Funktion als zellulärer 
Arenavirusrezeptor ausführen kann (Kunz et al, 2005). Gleeson & Walsh und Qu et al. 
erbrachten erste Hinweise auf eine mögliche Rolle von DAG und LARGE in der Entwicklung 
des ZNS. Zum einen wiesen sie in LARGE-defizienten Mäusen eine verzögerte Migration der 
zerebellaren Körnerzellen nach (Qu & Smith, 2005). Zum anderen wurde eine veränderte 
kortikale Schichtung sowie neuronale Heterotopie in Schicht 1 des zerebralen Kortex in 
Patienten mit muskulärer Dystrophie beschrieben (Gleeson & Walsh, 2000; Montanaro & 
Carbonetto, 2003). Dieses Ergebnis ergänzt die Erkenntnisse, dass DAG sowohl in Neuronen, 
als auch in Gliazellen im ZNS exprimiert wird und bekräftigt das Auftreten mentaler 
Retardierung sowie zytoarchitektonischer und kognitiver Defizite in Dystrophie-Patienten. 
Dadurch wird eine essentielle Rolle von DAG im ZNS und dessen Entwicklung, außerhalb 
des muskulären Systems impliziert, die in dieser Arbeit näher beleuchtet werden soll. 
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1.5. Dystroglycan als Komponente des Dystrophin-assoziierten Glykoproteinkomplexes 
 
DAG wurde ursprünglich als Bestandteil des DGC entdeckt und als solcher erstmals aus 
Skelettmuskel isoliert (Ervasti & Campbell, 1991). Der DGC spielt eine entscheidende Rolle 
bei der Aufrechterhaltung der Funktionalität verschiedener Gewebe (Pilgram et al, 2010) und 
setzt sich grundsätzlich aus sechs Komponenten und deren Isoformen zusammen. Diese 
Komponenten sind Dystrophin, Dystroglycan, Dystrobrevin, Syntrophin, Sarcoglycan und 
Sarcospan (Pilgram et al, 2010). Der DGC wurde im Skelettmuskel, an der NME, im ZNS 
und in der Retina beschrieben (Pilgram et al, 2010).  
 
1.5.1. Der Dystrophin-assoziierte Glykoproteinkomplex im Skelettmuskel 
 
Der DGC im Skelettmuskel ist bereits eingehend charakterisiert. Er verknüpft das Aktin-
Zytoskelett der Muskelfaser mit der umgebenden ECM und ist an der Stabilisierung der 
Plasmamembran beteiligt. Die Muskelfaser wird so vor mechanischer Schädigung während 
der Kontraktion geschützt (Blake et al, 2002; Ervasti & Campbell, 1993). Im Muskel 
interagiert Dystrophin über seine N-terminale Aktin-bindende Domäne und zentralen 
Spektrin-Einheiten mit F-Aktin. Der C-Terminus sowie eine Cystein-reiche Region binden an 
βDAG und αDystrobrevin 2 (Ishikawa-Sakurai et al, 2004 Peters, 1998, 9732287). βDAG ist 
seinerseits mit αDAG nicht-kovalent assoziiert, welches wiederum mit Laminin entlang des 
Sarkolemmas verbunden ist. Weiterhin interagiert βDAG mit δ-Sarcoglycan, welches die 
Stabilität des Sarcoglycan-Sarcospan-Komplexes vermittelt (Crosbie et al, 2000). Der 
muskuläre DGC ist in der Lage vier Syntrophine zu binden, die über ihre PDZ-Motive mit 
Na+-Kanälen und Signalmolekülen, wie der neuronalen Stickstoffmonoxid-Synthase (nNOS), 
verknüpft sind. Die nNOS kann auch direkt mit Dystrophin interagieren (Lai et al, 2009). 
Neben der nNOS interagiert der DGC im Muskel mit weiteren Molekülen der 
Signalübertragung, wie Calmodulin und Grb2 (Rando, 2001) und ist an der ERK-MAP-
Kinase-Kaskade (Spence et al, 2004), der EGF-Rezeptor-vermittelten Signalübertragung 
(Hashimoto & Yamaguchi, 2006) und der Aufrechterhaltung der Kalzium-Homöostase 
(Gillis, 1996) beteiligt. Die genaue Rolle von DAG bei der Signaltransduktion im 
Skelettmuskel ist noch nicht vollständig geklärt und muss weiter beleuchtet werden. Bekannt 
ist, dass der Verlust von Dystrophin, wie es in DMD-Patienten der Fall ist, zu einer partiellen 
Dissoziation des DGC am Sarkolemma führt. Dies zieht in der Folge das Auftreten von 
nekrotischen und Entzündungsreaktionen durch wiederholte Zyklen von Muskelschädigung 
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und Regeneration nach sich (Blake et al, 2002) und betont so die essentielle Rolle des DGC 
für die Aufrechterhaltung der Funktionalität der Skelettmuskulatur. 
 
1.5.2. Der Dystrophin-assoziierte Glykoproteinkomplex an der Neuromuskulären 
Endplatte 
 
Der DGC an der NME wurde, wie der DGC im Skelettmuskel, bereits umfangreich 
beschrieben. An der NME werden im ZNS generierte Bewegungsimpulse auf die 
Skelettmuskulatur des Bewegungsapparates übertragen und in eine muskuläre Antwort 
übersetzt. Viele der Skelettmuskel-DGC-Komponenten sind auch an der NME konzentriert. 
Im Vergleich zum Skelettmuskel wird die Funktion und Konnektivität des DGC hier jedoch 
von der hoch spezialisierten Membran (aktive Zone) eines Motorneurons ergänzt. Die der 
aktiven Zone gegenüber liegende Muskelfaser ist durch Einstülpungen der Muskelmembran 
gekennzeichnet. Die PSD der Muskelfaser ist in Vertebraten reich an Acetylcholinrezeptoren 
(AChRs). In den Einfaltungen der Muskelmembran befinden sich zudem spanungsgesteuerte 
Na+-Kanäle (Burden, 2002; Sanes & Lichtman, 1999). Zwischen Motorneuron und 
Muskelfaser befindet sich an der NME eine Basallamina, die sich vom synaptischen Spalt bis 
in die Einstülpungen der postsynaptischen Membran erstreckt. Die Basallamina besteht im 
Wesentlichen aus Heparansulfat-Proteoglykanen (wie Agrin), Laminin, Collagen und 
Nidogen (Singhal & Martin, 2011). Agrin wird vom Motorneuron gebildet und ist über die 
Induktion der Umverteilung von AChRs an der Organisation der Postsynapse beteiligt 
(Montanaro et al, 1998). Diese Funktion übt Agrin primär über die Muskel-spezifische Kinase 
(MUSK) in der Muskelmembran (Wu et al, 2010) und über die Bindung an DAG aus (Bowe 
et al, 1994; Campanelli et al, 1994; Gee et al, 1994; Sugiyama et al, 1994). Es wurde jedoch 
gezeigt, dass die Interaktion mit DAG für die Agrin-Funktion bei der AChR-Aggregation 
während der Synapsenausbildung nicht notwendig ist (Gesemann et al, 1996; Hopf & Hoch, 
1996). Das von der Muskelfaser synthetisierte Laminin ist ein weiterer wichtiger Bestandteil 
der neuromuskulären Basallamina. Im synaptischen Spalt der NME wurden bislang drei 
verschiedene Laminin-Heterotrimere (Patton et al, 1997) entdeckt, die mehrere entscheidende 
Funktionen bei der Ausbildung und Reifung der NME spielen. Laminine sind an der 
Regulation der Reifung der Präsynapse (Chen et al, 2011b; Fox et al, 2007; Nishimune et al, 
2004; Noakes et al, 1995), der funktionellen synaptischen Reifung (Knight et al, 2003) und an 
der Entwicklung der postsynaptischen Membraneinstülpungen und AChR-cluster beteiligt 
(Nishimune et al, 2008; Patton et al, 1998; Patton et al, 2001). Die korrekte 
Gegenüberstellung prä- und postsynaptischer Strukturen gewährleistet Laminin durch die 
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Verhinderung des Einwachsens von Schwannzellfortsätzen in den synaptischen Spalt (Patton 
et al, 1998; Patton et al, 1997). Die Verknüpfung zwischen der neuromuskulären Basallamina 
und der Muskelmembran erfolgt unter anderem über die Interaktion von Laminin und DAG 
als Komponente des DGC. Im Bereich der NME hat der DGC zwei unterschiedliche 
Funktionen. Extrasynaptisch unterstützt er die Integrität und Stabilität der Muskelfasern 
(Straub & Campbell, 1997) und fördert postsynaptisch die Reifung und den Erhalt der 
Struktur. DAG selbst hat eine beschriebene Rolle bei der Organisation der synaptischen 
Basallamina und Stabilisierung der bereits existierenden AChR-cluster (Jacobson et al, 2001). 
So vermittelt DAG über die Bindung an Laminin und Agrin das Wachstum und die 
Stabilisierung von AChR-Aggregaten (Montanaro et al, 1998; Nishimune et al, 2008). Es 
konnte gezeigt werden, dass Muskelzellen, die kein DAG exprimieren ein verändertes AChR-
Muster aufweisen, ähnlich den Zellen denen Laminin fehlt (Nishimune et al, 2008). Zudem 
sind DAG-defiziente Muskelfasern nicht in der Lage stabile und normal große AChR-
Aggregate auszubilden (Jacobson et al, 2001; Taniguchi et al, 2006). Die Ausbildung und 
Stabilisierung von AChR-Aggregaten an der NME, im Zuge der Ausbildung der 
postsynaptischen Dichte auf dem Skelettmuskel, wird zusätzlich durch die Interaktion von 
βDAG mit Rapsyn beeinflusst (Banks et al, 2003; Cartaud et al, 1998). DAG ist somit über 
die Interaktion mit seinen Liganden an der Ausbildung, Reifung und Stabilisierung der NME 
beteiligt. Eine Funktion von DAG bei der neuromuskulären Neurotransmission konnte an der 
Drosophila-NME gezeigt werden (Bogdanik et al, 2008). Zu klären bleibt, welche 
Signalkaskaden der DAG-vermittelten Regulation bei der Ausbildung, Stabilisierung und 
Reifung von AChR-Aggregaten zugrunde liegen und welche weiteren Komponenten daran 
beteiligt sind. 
 
1.5.3. Der Dystrophin-assoziierte Glykoproteinkomplex im Gehirn 
 
Im Gehirn wird der DGC in Gliazellen, wie den Bergmann-Glia (Henion et al, 2003; Tian et 
al, 1996) und Müller-Glia (Moukhles et al, 2000; Uchino et al, 1996), an der pialen 
Basalmembran (Michele et al, 2002; Moore et al, 2002) und in Neuronen (Knuesel et al, 
1999; Levi et al, 2002) exprimiert. Die im Gehirn vorkommenden Komplexe sind aus 
unterschiedlichen Komponenten zusammengesetzt (Blake et al, 1999). Die differenzierte 
Zusammensetzung ergibt sich aufgrund verschiedener Dystrophin-Isoformen, dem Prozess 
des alternativen splicens, dem einige der Komponenten unterliegen sowie Komponenten, 
welche im Muskel nicht exprimiert werden, wie β-Dystrobrevin (Blake et al, 1998) und γ-
Syntrophin (Piluso et al, 2000). Gliales DAG, als Komponente des DGC, befindet sich 
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hauptsächlich in den Fortsätzen von Gliazellen, die an die Glia limitans grenzen, in 
intraparenchymalen Blutgefäßen als Bestandteil der Blut-Hirn-Schranke (Satz et al, 2010) und 
im Epithel des Plexus choroideus (Haenggi et al, 2004). Über die Assoziation mit dem 
Wasserkanalprotein Aquaporin 4 (Neely et al, 2001) und dem einwärts gerichteten 
Kaliumkanal (Connors et al, 2004) sind die Proteine des DGC in der BHS und im Plexus 
choroideus potentiell an der Regulation des Transports über die BHS, an der 
Wasserhomöostase und der Produktion der Hirnflüssigkeit beteiligt (Haenggi & Fritschy, 
2006). Zusätzlich wurde die DGC-Komponente DAG in den Endfüßen der retinalen 
Gliazellen, den Müller-Glia (Ueda et al, 1998), detektiert in denen es eine funktionelle Rolle 
zu spielen scheint, da der DAG-Verlust zu einem abnormal veränderten Elektroretinogramm 
(ERG) führt (Satz et al, 2009). Neben den Gliazellen wird der DGC auch in Neuronen des 
ZNS exprimiert. In der Retina wurde DAG an den Synapsen zwischen Photorezeptorzellen 
sowie Horizontal- und Bipolarzellen nachgewiesen, wo es mit Pikachurin interagiert 
(Kanagawa et al, 2010). Pikachurin spielt eine essentielle Rolle bei der Ausbildung dieser 
sogenannten Bandsynapse (Sato et al, 2008). Obgleich funktionelle Defizite in Form einer 
Reduktion der B-Wellen Amplitude in Dunkel-Adaptions-ERGs bei DMD-Patienten sowie 
eine Inhibition innerhalb der ERGs in Dystrophie-Patienten und entsprechenden Tiermodellen 
beobachtet wurden (Cibis et al, 1993; D'Souza et al, 1995; Fitzgerald et al, 1994; Pillers et al, 
1993), bleibt die genaue funktionelle Rolle von DAG in der Retina weiter unklar.  
 
Im Gehirn wird DAG, neben dem Vorkommen in retinalen Phororezeptorzellen in weiteren 
Neuronenarten exprimiert. Einige Immunlokalisationsstudien wiesen DAG an exzitatorischen 
synaptischen spines nach (Zaccaria et al, 2001). Andere Untersuchungen zeigten jedoch eine 
selektive Assoziation der DGC-Komponente an einem Teil der inhibitorischen GABAergen 
Synapsen (Knuesel et al, 1999; Levi et al, 2002). Dabei konnte der DGC unter anderem in 
Purkinje-Zellen des Kleinhirns und Pyramidenzellen des Vorderhirns nachgewiesen werden 
(Briatore et al, 2010; Knuesel et al, 1999; Sekiguchi et al, 2009). In kultivierten 
hippocampalen Neuronen ko-lokalisiert die DGC-Komponente βDAG mit einem Teil der 
GABAergen Aggregate (Levi et al, 2002). Eine weitere Komponente des DGC, Syntrophin, 
konnte ebenfalls in Ko-Lokalisation mit GABAA-Rezeptoren in der Neuronenkultur gezeigt 
werden (Brunig et al, 2002). Die exakte Funktion des DGC, insbesondere von DAG, an der 
inhibitorischen Synapse ist bisher noch nicht eindeutig geklärt. In kultivierten DAG-
defizienten Neuronen konnte gezeigt werden, dass DAG für die Lokalisation von Dystrophin 
an den GABAA-Rezeptor-Aggregaten notwendig ist, eine normale Entwicklung GABAerger 
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Synapsen mit Aggregaten von GABAA-Rezeptoren und Gephyrin gegenüber Glutamat-
Decarboxylase- (GAD-) positiven Terminalien jedoch trotzdem erfolgt (Levi et al, 2002). 
Demzufolge wird DAG für die Ausbildung und Entwicklung inhibitorischer Synapsen 
vermutlich nicht benötigt. In DAG-null Mäusen konnte zudem keine veränderte 
Neurotransmitterfreisetzung aus der Präsynapse detektiert werden (Moore et al, 2002), was 
darauf schließen lässt, dass die präsynaptische Neurotransmission ebenso DAG-unabhängig 
erfolgt. Im Gegenzug dazu ist Nrxn, ein bekannter Bindungspartner von DAG, über die 
Interaktion mit Nlgn2 an inhibitorischen Synapsen an der Aggregation von GABAA-
Rezeptoren und an der GABAergen Differenzierung beteiligt (Graf et al, 2004; Kang et al, 
2008). Neurexine können direkt an GABAA-Rezeptoren binden (Zhang et al, 2010) und so die 
postsynaptische Antwort beeinflussen. Im Vergleich zu DAG konnte Dystrophin eine Rolle 
bei der inhibitorischen Transmission in Purkinje-Zellen (Anderson et al, 2003) und der 
synaptischen Aggregation von GABAA-Rezeptoren (Knuesel et al, 1999) sowie der Kurz- und 
Langzeitplastizität in CA1-Pyramidenzellen (Vaillend & Billard, 2002; Vaillend et al, 2004) 
zugeschrieben werden. Der DGC scheint demnach eine entscheidende Rolle für die 
GABAerge Inhibition zu spielen und an der Modulation der synaptischen Funktion und 
Stabilität beteiligt zu sein. Eine Funktion des DGC bei der inhibitorischen postsynaptischen 
Organisation und Signaltransduktion deutet die Interaktion von βDAG mit den Molekülen 
synaptic scaffolding molecule (Sumita et al, 2007) und Grb2 (Russo et al, 2000) an. Die 
Bindung an βDAG rekrutiert S-SCAM an die Membran. S-SCAM ist weiterhin mit der 
intrazellulären Domäne von Nlgn2 verbunden (Waite et al, 2012). In reifen Neuronen fungiert 
der DGC demnach als Modulator, Organisator und Mediator bei der Signaltransduktion an der 
inhibitorischen GABAergen Synapse.  
 
Neben der Expression im adulten Gehirn wird DAG auch im sich entwickelnden ZNS 
gebildet. Hier ist es ebenfalls sowohl in migrierenden Neuronen als auch in Radialglia zu 
finden (Henion et al, 2003; Ohtsuka-Tsurumi et al, 2004). Dabei ist bisher unbekannt, ob 
DAG an der Neuronen-Glia-Interaktion beteiligt ist und welche Rolle die Interaktion mit 
Nrxn dabei spielen könnte. Eine mögliche Funktion von DAG während der Entwicklung 
könnte in der Regulation der Axonwegfindung über die Interaktion mit Axon-guidance cues, 
wie Slit (Wright et al, 2012), liegen. Um sich der genauen Rolle von DAG während der ZNS-
Entwicklung und im adulten Gehirn anzunähern und zu unterscheiden, welche Funktion 
gliales und neuronales DAG haben, wurden Mausmodelle entwickelt, in denen DAG 
konditioniert ausgeschaltet werden kann. In diesen Mausmodellen wird das Cre-LoxP-System 
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genutzt um mithilfe spezifischer Promotoren (Nestin, GFAP, NEX) DAG selektiv in 
neuronalen und/oder glialen Zellen zu inaktivieren (Satz et al, 2010). Die globale DAG-
Inaktivierung in Neuronen und Gliazellen in Nestin-Cre-Mäusen (Graus-Porta et al, 2001) 
führt in den Tieren zu Hirnfehlbildungen, wie Hydrozephalus und kortikaler Dysplasie sowie 
zu einer mikroskopisch erkennbaren, fehlerhaften Organisation der Glia limitans und 
Kortexschichtung (Satz et al, 2010). Die Fehlschichtung des Kortex ist vermutlich 
zurückzuführen auf die ebenfalls beobachteten disorganisierten Radialglia-Fortsätze sowie 
Defekte in der neuronalen Migration, die einen Phänotyp ähnlich dem der Cobblestone 
Lissencephalie hervorbringen (Satz et al, 2010). Ein ähnliches Bild zeigte sich im Gehirn der 
Tiere in denen DAG selektiv in Gliazellen ausgeschaltet wurde. Diese glial fibrillary acidic 
protein (GFAP) -Cre-Mäuse (Moore et al, 2002) entwickeln DMD-ähnliche 
Hirnstrukturveränderungen, wie eine gestörte zerebrale Kortexschichtung, der Fusion der 
zerebralen Hemispheren und zerebellären Folia sowie eine gestörte Neuronenmigration und 
zeigen, ähnlich den Nestin-Cre-Mäusen, eine diskontinuierliche Glia limitans begleitet von 
glialer und neuronaler Heterotopie (Moore et al, 2002). Zudem konnte eine gestörte 
Langzeitpotenzierung (long term potentiation, LTP) im Hippocampus detektiert werden. 
Diese Beobachtungen bekräftigen, dass gliales DAG für die korrekte strukturelle 
Hirnentwicklung einen wesentlichen Beitrag leistet und ebenso eine Rolle für die synaptische 
Funktionalität spielen kann. Die Ähnlichkeit der in den Tiermodellen auftretenden Defekte 
mit den beobachteten Defekten in DMD-Patienten legt weiterhin den Schluss nahe, dass DAG 
für diese Art der Hirnstörungen verantwortlich sein könnte. Um die Theorie zu unterstützen, 
dass glial exprimiertes DAG für die strukturellen Hirndefizite verantwortlich ist, wurde ein 
Mausmodell generiert in dem DAG selektiv in Neuronen inaktiviert wird (Goebbels et al, 
2006; Belvindrah et al, 2007). In diesen NEX-Cre-Mäusen wurde eine normale 
Kortexschichtung beschrieben. Strukturelle Hirndefizite konnten in diesen Tieren nicht 
identifiziert werden (Moore et al, 2002). Jedoch ergab sich eine veränderte LTP an den 
Synapsen zwischen Neuronen der Region Cornu ammonis 3 (CA3) und CA1 im 
Hippocampus. Diese Beobachtung lässt darauf schließen, dass neuronales DAG wichtig für 
die normale hippocampale LTP zu sein scheint, während gliales DAG hauptsächlich 
verantwortlich sein könnte für die abnormale, zerebrale Kortexentwicklung, wie es in den 
Nestin-Cre- und GFAP-Cre-Mäusen zu beobachten war. Welche Rolle die Interaktion 
zwischen DAG und Nrxn für die Erfüllung dieser potentiellen Aufgaben von DAG spielt, ist 
noch nicht bekannt und muss daher eingehend beleuchtet werden. Bisher sind nur wenige in 
vitro-Studien hinsichtlich der Rolle von DAG in Neuronen und Glia vorgenommen worden. 
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Um sich der Funktion des Komplexes zu nähern, muss jedoch zunächst die Bindung 
charakterisiert und die exakten Bindungsparameter bestimmt werden. Hierfür eignen sich 
Mutagenese-Studien besonders gut, da sie unter Berücksichtigung der intra- und 
intermolekularen Wechselwirkungen eine exakte Aminosäure-genaue Kartierung der 
Bindungsstelle ermöglichenden.  
 
1.6. Zielsetzung der Arbeit 
 
Im Mittelpunkt dieser Arbeit stand die Analyse der Interaktion zwischen DAG und Nrxn mit 
dem Schwerpunkt der Charakterisierung der Bindungsepitope, Bindungseigenschaften und 
Identifizierung möglicher Komplexbildungen mit weiteren bekannten Nrxn-Liganden. Um die 
exakten Bindungsepitope kartieren zu können, sollte zunächst eine pulldown-Methode 
entwickelt werden mit der reproduzierbar DAG aus Maushirn gebunden werden kann. Nach 
erfolgreicher Etablierung der pulldown-Methode sollten dann Bindungsstudien zur 
Identifizierung der DAG-Bindungsstellen auf den Nrxn-Domänen αLNS2 und αLNS6 durch 
gezielte Mutationen durchgeführt werden. Im Anschluss sollten mögliche Komplexvarianten 
mit den weiteren Nrxn-Liganden Nxph und Nlgn näher betrachtet und der Einfluss der DAG-
Interaktion auf die Bindung der beiden anderen Liganden an Nrxn bestimmt werden.  
___________________________________________________________________________ 
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2. Material und Methoden 
 
2.1. Material 
 
2.1.1. Geräte 
 
Tabelle 1: Geräteliste 
Gerät     Hersteller       
 
Agarosegelkammer   Amersham Pharmacia Biotech, Little Chalfont, UK 
Analysenwaage LA120S   Sartorius, Göttingen 
Autoklav    Integra Biosciences GmbH, Fernwald 
Bakterienschüttler (Innova 40)  New Brunswick Scientific, Edison, USA 
Blotapparaturen    BioRad, München 
Digitalwaage    Sartorius, Göttingen 
E. coli Pulser    BioRad, München 
Eismaschine    Scotsman, Venon Hills, USA 
Elektropulser (Gene Pulser Xcell) BioRad, München 
Fluoreszenzmikroskop (Axioskop 2) Carl Zeiss, Jena 
Geldokumentationssystem  INTAS, Göttingen; Decon Science Tec, Hohengandern 
Gewebezerkleinerer (Polytron)  Kinematica AG, Luzern, Schweiz 
Heizblock    Eppendorf, Hamburg 
Inkubator (LB-Platten)   WTB-Binder, Tuttlingen 
Inkubator (Brutschrank,Zellkultur) Sanyo, Gunma, Japan 
Kreisschüttler    Labinco, Breda, Niederlande 
Kühlschränke    Bosch, München; Liebherr, Biberach an der Riss; Sanyo,  
Gunma, Japan 
Kühlzentrifugen (5804R, 5810R)  Eppendorf, Hamburg 
Lichtmikroskop (Axiovert 2)  Carl Zeiss, Jena 
Ligationskammer   Techne, Cambridge, UK 
Magnetrührgeräte (RH basic 2)  IKA, Wilmington, USA 
Mastercycler    Eppendorf, Hamburg 
Mikrowelle    Bosch, Stuttgart 
pH-Meter    WTW-inoLab, Weilheim 
Photometer    Eppendorf, Hamburg 
Pinzetten    Dumont & Fils, Montignez, Schweiz 
Pipetten     Eppendorf, Hamburg; Gilson, Middleton, USA 
Pipettierhilfe (Easypet)   Eppendorf, Hamburg 
Reinstwassersystem   SG Wasseraufbereitung und Regenerierstation GmbH, Barsbüttel 
Sterilwerkbank    Thermo Scientific, Waltham, USA 
Sterilisator    Fine Science Tools, Heidelberg 
Strom- und Spannungsquelle  Biometra, Göttingen 
Tiefkühlschrank    Sanyo, Gunma, Japan 
Tischschüttler    IKA, Wilmington, USA 
Tischzentrifuge (5415D)   Eppendorf, Hamburg 
Ultrazentrifuge (Sorvall Discovery 90) Thermo Scientific, Waltham, USA 
Ultrazentrifuge (Sorvall RC6Plus) Thermo Scientific, Waltham, USA 
Vortexer    IKA, Wilmington, USA 
Wärmeschrank    Heraeus Instruments, Hanau 
Wasserbad    Julabo, Seelbach      
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2.1.2. Chemikalien 
 
Tabelle 2: Chemikalienliste 
Chemikalie     Hersteller      
 
Agarose     Biozym, Hessisch Oldendorf 
Alkalische Phosphatase    NEB, Frankfurt am Main 
Ammoniumacetat    Sigma, Taufkirchen 
Ammoniumpersulfat (APS)   Roth, Karlsruhe 
Ampicillin     Roth, Karlsruhe 
Aqua ad iniectabilia     Braun Apotheke UKM 
ß-Mercaptoethanol    Roth, Karlsruhe 
Borsäure     Roth, Karlsruhe 
Borax      Sigma, Taufkirchen 
Bradford-Reagenz    BioRad, München 
Bromphenolblau    Amersham, Freiburg 
Bovine Serum Albumin (BSA)   PAA, Cölbe 
Calciumchlorid-Dihydrat    VWR, Darmstadt 
Chloroform     Roth, Karlsruhe 
Chloroquine     Sigma, Taufkirchen 
Coomassie Brillantblau    Merck, Darmstadt 
Cytosin Arabinosid (AraC)   Sigma, Taufkirchen 
DEAE-Dextran     Amersham, Freiburg 
Dimethylsulfoxid (DMSO)   Roth, Karlsruhe 
Di-Natriumhydrogenphosphat   Roth, Karlsruhe 
DNAse      Sigma, Taufkirchen 
DNA-Größenstandard    Life Technologies, Darmstadt 
dNTPs      Life Technologies, Darmstadt 
Dithiothreitol (DTT)    Roth, Karlsruhe 
ECL Western Blot Reagenz    Amersham, Freiburg 
EDTA - Dinatriumsalz Dihydrat    Roth, Karlsruhe 
Essigsäure     Roth, Karlsruhe 
Ethanol vergällt 70%    Apotheke UKM 
Ethanol vergällt 96%    Apotheke UKM 
Ethidiumbromidlösung    Roth, Karlsruhe 
Fluorescent Mounting Medium   Dako, Hamburg 
Glucose, D-(+)     Roth, Karlsruhe 
Glycerol     Roth, Karlsruhe 
Glycin      Roth, Karlsruhe 
Gradientengel Mini-PROTEAN ® TGX  BioRad, München 
HEPES      Life Technologies, Darmstadt 
iProof Taq, High Fidelity DNA Polymerase BioRad, München 
Isofluran     Abbott über Apotheke 
Isopropanol     Roth, Karlsruhe 
Kaliumchlorid     Roth, Karlsruhe 
LB Agar Lennox L     Life Technologies, Darmstadt 
LB Broth Base     Life Technologies, Darmstadt 
Lectin Triticum vulgaris (wheat)   Sigma, Taufkirchen 
Lipofectamin 2000    Life Technologies, Darmstadt 
Lysozym     Roth, Karlsruhe 
Magnesiumchlorid    Roth, Karlsruhe 
Methanol     Applichem, Darmstadt 
Milchpulver     BioRad, München 
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Natriumacetat     Roth, Karlsruhe 
Natriumchlorid     Omnichem, Wetteren, Belgien 
Natriumdodecylsulfat    Roth, Karlsruhe 
Natriumhydroxid    Roth, Karlsruhe 
Natriumpyruvat     Sigma, Taufkirchen 
Paraffin      Roth, Karlsruhe 
Paraformaldehyd    Roth, Karlsruhe 
PBS ohne Ca2+, Mg2+    Biochem, Karlsruhe 
PBS-Tween     Sigma, Taufkirchen 
Phenol-Chloroform-Isoamylalkohol  Diagonal, Münster 
Poly-L-Lysin     Sigma, Taufkirchen 
Ponceau S     Sigma, Taufkirchen 
Protease Inhibitor Cocktail Set III  Merck, Darmstadt 
Protein A Sepharose rmp    GE Healthcare, München 
Proteinstandard All blue    BioRad, München 
Rotiphorese Gel 30    Roth, Karlsruhe 
Saccharose     Roth, Karlsruhe 
Salpetersäure     Merck, Darmstadt 
Salzsäure     Roth, Karlsruhe 
T4 DNA Ligase     NEB, Frankfurt am Main 
Temed      Sigma, Taufkirchen 
Tris-Base     Roth, Karlsruhe 
Tris-HCL     Roth, Karlsruhe 
Triton X-100     Roth, Karlsruhe 
Trypanblau     Life Technologies, Darmstadt 
Trypsin      Life Technologies, Darmstadt 
Trypsin-EDTA     Life Technologies, Darmstadt 
Tunicamycin     Applichem, Darmstadt     
 
2.1.3. Oligonukleotide 
 
Oligonukleotide wurden für die gezielte Mutagenese mit der QuikChange®-Methode, für die 
Amplifikation von DNA-Fragmenten oder den Einbau von Restriktionsschnittstellen in 
Vorbereitung einer Klonierung verwendet. Sie wurden nach unseren Sequenzvorgaben von 
Sigma Aldrich, Steinheim hergestellt und bezogen. 
 
Tabelle 3: Oligonukleotide 
ID  Mutation/Insertion Sequenz     Richtung RE Methode 
      
Neurexin      
      
MM09-105  Ig-LNS2 T413A 5'CACGCAAGAAGATTACGCCATGCTGGGATC  vorwärts BamHI QC 
CGATGACTTTTTCTATG3'  
MM09-106  Ig-LNS2 T413A 5'CATAGAAAAAGTCATCGGATCCCAGCATGG   rückwärts BamHI QC 
CGTAATCTTCTTGCGTG3'  
MM09-112  Ig-LNS2 M414A 5'CGCAAGAAGATTACACCGCGCTGGGATCCG   vorwärts BamHI QC 
ATGACTTTTTCTATGTTGG3'  
MM09-113  Ig-LNS2 M414A 5'CCAACATAGAAAAAGTCATCGGATCCCAGC  rückwärts BamHI QC 
GCGGTGTAATCTTCTTGCG3'  
MM09-114  Ig-LNS2 Y412A 5'CTACACGCAAGAAGATGCCACCATGCTGGG  vorwärts BamHI QC 
ATCCGATGACTTTTTCTATG3'  
MM09-115  Ig-LNS2 Y412A 5'CATAGAAAAAGTCATCGGATCCCAGCATGG  rückwärts BamHI QC 
TGGCATCTTCTTGCGTGTAG3'  
MM09-116  Ig-LNS2 G416N 5'CACGCAAGAAGATTACACCATGCTGAATTC  vorwärts EcoRI QC 
TGATGACTTTTTCTATGTTGG3'  
MM09-117  Ig-LNS2 G416N 5'CCAACATAGAAAAAGTCATCAGAATTCAGC  rückwärts EcoRI QC 
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ATGGTGTAATCTTCTTGCGTG3'  
MM09-118  Ig-LNS2 G347A 5'GTCTCTCTGGTCATTAATTTGGCATCAGGCG  vorwärts KasI/ NarI QC 
CCTTTGAAG3'  
MM09-119  Ig-LNS2 G347A 5'CTTCAAAGGCGCCTGATGCCAAATTAATGA  rückwärts KasI/ NarI QC 
CCAGAGAGAC3'  
MM09-120  Ig-LNS2 YMG  5'CGGGCTACACGCAAGAAGATTCCACCTCTC  vorwärts XbaI QC 
412/14/16 SSD  TAGACTCTGATGACTTTTTCTATGTTGGAG3'   
MM09-121  Ig-LNS2 YMG  5'CTCCAACATAGAAAAAGTCATCAGAGTCTA  rückwärts XbaI QC 
412/14/16 SSD  GAGAGGTGGAATCTTCTTGCGTGTAGCCCG3' 
MM10-14  Ig-LNS2 G416A 5'GAAGATTACACCATGCTAGCGTCTGATGAC  vorwärts NheI QC 
TTTTTC3'  
MM10-15  Ig-LNS2 G416A 5'GAAAAAGTCATCAGACGCTAGCATGGTGTA  rückwärts NheI QC 
ATCTTC3'  
MM10-18  Ig-LNS2 Y412F 5'CTACACGCAAGAAGATTTCACCATGCTGGG  vorwärts BamHI QC 
ATCCGATGACTTTTTCTATG3'  
MM10-19  Ig-LNS2 Y412F 5'CATAGAAAAAGTCATCGGATCCCAGCATGG  rückwärts BamHI QC 
TGAAATCTTCTTGCGTGTAG3'  
MM10-20  Ig-LNS2 YMG 5'CTACACGCAAGAAGATTTGACCATCCTGAA  vorwärts EcoRI QC 
412/14/16 LIN  TTCCGATGACTTTTTCTATG3'  
MM10-21  Ig-LNS2 YMG 5'CATAGAAAAAGTCATCGGAATTCAGGATGG  rückwärts EcoRI QC 
412/14/16 LIN  TCAAATCTTCTTGCGTGTAG3'  
MM10-22  Ig-LNS2 SS 304-5 AA 5'CAAAACCCCATTCAAAGCGCCGCGGACGAA  vorwärts SacII QC 
ATAACTCTG3'  
MM10-23  Ig-LNS2 SS 304-5 AA 5'CAGAGTTATTTCGTCCGCGGCGCTTTGAATG  rückwärts SacII QC 
GGGTTTTG3'  
MM10-24  Ig-LNS2 S327A 5'CTTCACACAGGGAAAGCCGCGGATTATGTC  vorwärts SacII QC 
AACCTTG3'  
MM10-25  Ig-LNS2 S327A 5'CAAGGTTGACATAATCCGCGGCTTTCCCTGT  rückwärts SacII QC 
GTGAAG3'  
MM10-26  Ig-LNS2 S348A 5'GTCATTAATTTGGGAGCAGGCGCCTTTGAAG  vorwärts KasI/ NarI QC 
CGCTAG3'  
MM10-27  Ig-LNS2 S348A 5'CTAGCGCTTCAAAGGCGCCTGCTCCCAAATT  rückwärts KasI/ NarI QC 
AATGAC3'  
MM10-28  Ig-LNS2 QED 409-11  5'CCACAACGGGCTACACGGCTGCAGCTTACAC  vorwärts PstI QC 
AAA  CATGCTGGGG3' 
MM10-29  Ig-LNS2 QED 409-11  5'CCCCAGCATGGTGTAAGCTGCAGCCGTGTAG  rückwärts PstI QC 
AAA  CCCGTTGTGG3' 
MM10-30  Ig-LNS2 D418A 5'GATTACACCATGCTGGGGTCCGCGGACTTTT  vorwärts SacII QC 
TCTATGTTGG3'  
MM10-31  Ig-LNS2 D418A 5'CCAACATAGAAAAAGTCCGCGGACCCCAGC  rückwärts SacII QC 
ATGGTGTAATC3'  
MM12-94  LNS2-HA  5'GTGTGAAAATGTGGCAACCCCGGGGCCTGG  vorwärts NdeI QC 
TTACCCATATGATGTTCCAGATTACGCTTAGA 
TTGAAGGTAGAGAGGATC3'  
MM12-95  LNS2-HA  5'GATCCTCTCTACCTTCAATCTAAGCGTAATC  rückwärts NdeI QC 
TGGAACATCATATGGGTAACCAGGCCCCGGG 
GTTGCCACATTTTCACAC3'  
MM12-96  LNS6-1-HA  5'GGCTGGTCGGTGAAGTGCCTCCGGGGCCTGG  vorwärts NdeI QC 
TTACCCATATGATGTTCCAGATTACGCTTAGAT 
GACAACTATTGAAGG3'  
MM12-97  LNS6-1-HA  5'CCTTCAATAGTTGTCATCTAAGCGTAATCTGG  rückwärts NdeI QC 
AACATCATATGGGTAACCAGGCCCCGGAGGCA 
CTTCACCGACCAGCC3'  
MM12-98  LNS6-3-HA  5'GCTGGTCGGTGAAGTGCCTCCGGGGCCTGGTT  vorwärts NdeI QC 
ACCCATATGATGTTCCAGATTACGCTTAGATGA 
CAACTATTGAAGG3'  
MM12-99  LNS6-3-HA  5'CCTTCAATAGTTGTCATCTAAGCGTAATCTGG  rückwärts NdeI QC 
AACATCATATGGGTAACCAGGCCCCGGAGGCA 
CTTCACCGACCAGC3'  
      
Dystroglycan      
      
MM09-130  Ig-αβDAG  5'GGCAGTGGGGCGTCGACTCACTGGCCCAGTG  vorwärts SalI PCR 
AACCCTCAGAG3'  
MM09-132  Ig-βDAG  5'GGCAGTGGGGCGTCGACtACCCGGGGCTCTAT  vorwärts SalI PCR 
TGTGGTCGAG3'  
MM09-133  Ig-αDAG  5'CCTCTAGACCCGGTCCCTGGAATAGTACCTCG  rückwärts XbaI PCR 
AGAGAGCCCCGGGTGATGTTCTGAAG3'  
MM10-44  Ig-αβDAG  5'GGATCCTCTAGAGTCTTCTCAGGGTCCCTGTC  rückwärts XbaI PCR 
TGGAACC3'  
MM10-45  Ig-βDAG  5'GGATCCTCTAGAGTCTTCTCAGGGTCCCTGTC  rückwärts XbaI PCR 
TGGAACCTC3'  
MM10-67  αβ-DAG Insertion NheI 5'GCTGTGGCTCAAGCCCACTGGGCTAGCCCAG  vorwärts NheI QC 
GACCACACTGGCCCAGTGAACCC3'  
MM10-68  αβ-DAG Insertion NheI 5'GGGTTCACTGGGCCAGTGTGGTCCTGGGCTA  rückwärts NheI QC 
GCCCAGTGGGCTTGAGCCACAGC3'  
MM10-80  αβ-DAG Insertion EGFP 5'CCCCGCTAGCGATATCATGGTGAGCAAGGGC  vorwärts EcoRV PCR 
GAGGAGC3'  
MM10-82  αβ-DAG Insertion EGFP 5'GGGGCTAGCCTTGTACAGCTCGTCCATGCCG  rückwärts NheI PCR 
AGAG3'  
MM10-92  Ig-αDAG N139D 5'GCACGCCTGGGAGCAGATGGATCCCACGTGC  vorwärts BamHI QC 
CGCAG3'  
MM10-93  Ig-αDAG N139D 5'CTGCGGCACGTGGGATCCATCTGCTCCCAGG  rückwärts BamHI QC 
CGTGC3'  
MM10-94  Ig-αDAG Muc2 5'CCGGAGGCAGATCCATATTCGCCCAACACTG  vorwärts - QC 
AC3'  
MM10-95  Ig-αDAG Muc2 5'GTCAGTGTTGGGCGAATATGGATCTGCCTCC  rückwärts - QC 
GG3'  
MM10-96  Ig-αDAG Muc1 5'CCACAGTTCCTGGCCAGGCAGTGCCCCGTGG  vorwärts - QC 
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GG3'  
MM10-97  Ig-αDAG Muc1 5'CCCCACGGGGCACTGCCTGGCCAGGAACTGT  rückwärts - QC 
GG3'  
MM 11-32  Ig-αDAG ΔMucin 5'CCGGAGGCAGATCCATGCAGTGCCCCGTGGG  vorwärts - QC 
G3'  
MM 11-33  Ig-αDAG ΔMucin 5'CCCCACGGGGCACTGCATGGATCTGCCTCCG  rückwärts - QC 
G3'  
MM 11-73  Syn1 Promotor Insertion 5'CCCCCAAGCTTACTCGAGCTGCAGAGGGCCC  vorwärts HindIII PCR 
TG3'  
MM 11-74  Syn1 Promotor Insertion 5'GGTCTAGATCGACTGCGCTCTCAGGCACG3'  rückwärts XbaI PCR 
MM 11-102  EGFP-αβ-DAG Insertion 5'GCTCGTTTAGTGACCGTCAGTCTAGAAATTC  vorwärts XbaI QC 
XbaI   GCCCTTGGGTGAGG3'  
MM 11-103  EGFP-αβ-DAG Insertion 5'CCTCACCCAAGGGCGAATTTCTAGACTGACG  rückwärts XbaI QC 
XbaI   GTCACTAAACGAGC3'  
MM 11-104  EGFP-αβ-DAG Insertion 5'CATTGATTATTGACTAGTTATTAAAAGCTTTA  vorwärts HindIII QC 
HindIII   GTAATCAATTACGGGG3'  
MM 11-105  EGFP-αβ-DAG Insertion 5'CCCCGTAATTGATTACTAAAGCTTTTAATAA  rückwärts HindIII QC 
HindIII   CTAGTCAATAATCAATG3'  
MM 12-07  Ig-αDAG T317A T319A 5'GAGGCAGATCCATGCCGCTCCTGCACCGGTT  vorwärts AgeI QC 
ACTGCCATTGGAC3'  
MM 12-08  Ig-αDAG T317A T319A 5'GTCCAATGGCAGTAACCGGTGCAGGAGCGGC  rückwärts AgeI QC 
ATGGATCTGCCTC3'  
      
Weitere Primer      
      
MM11-67  EGFP-DAG Insertion 5'GGTGGGAGGTCTATATAAGCAGAGCTCGTTT  vorwärts - QC 
AGTGAACCGTCAGAATTCGC3'  
MM11-68  EGFP-DAG Insertion 5'GCGAATTCTGACGGTTCACTAAACGAGCTCT  rückwärts - QC 
GCTTATATAGACCTCCCACC3'  
MM11-100  Ig-αDAG Insertion 5'GGTGGGAGGTCTATATAAGCAGAGCTCGTTT  vorwärts - QC 
AGTGAACCGTCAGAATTCAG3'  
MM11-101  Ig-αDAG Insertion 5'CTGAATTCTGACGGTTCACTAAACGAGCTCT  rückwärts - QC  
    GCTTATATAGACCTCCCACC3'      
 
2.1.4. Herstellung von Neurexin- und Dystroglycan-Expressionsvektoren 
 
Für die Durchführung von Bindungsstudien zur Ermittlung der Interaktionsstellen zwischen 
Nrxn und DAG wurden Expressionsvektoren hergestellt. Diese Konstrukte wurden 
anschließend in human embryonic kidney (HEK) tsA201-, COS7- oder N2a-Zellen exprimiert. 
Die Bestimmung der αDAG-Bindungsstelle auf der αLNS2 erfolgte mithilfe einer Vielzahl 
von αLNS2-Mutanten. Die Mutationen der αLNS2 wurden mithilfe der in der Tabelle 3 
(„Oligonukleotide“) aufgeführten Primer, unter Anwendung des QuikChange®-Protokolls, 
eingefügt. Als Ausgangskonstrukt (template) diente die IgG-Fc (Fc)-gekoppelte αLNS2. 
Studien zur Untersuchung der Bindung von αDAG und Nlgn an die αLNS6 benötigten eine 
markierte lösliche αLNS6, da es bislang keinen Antikörper für die αLNS6-Domäne gibt. 
Deshalb wurde ein HA-tag, gefolgt von einem Stop-Codon (HA-Stop), in die Ig-LNS6-1 
mithilfe der QuikChange®-Methode eingefügt. Ein ebenso HA-markiertes αDAG wurde über 
Insertion eines HA-Stop am extremen C-Terminus der αDAG-Sequenz des Konstrukts 
αβDAG hergestellt. Das Primerdesign (MM08-52 und MM08-53) und die QuikChange® für 
das zuletzt genannte Konstrukt wurden von M.Klose durchgeführt. Der Vektor pCMV5-
αβDAG wurde freundlicherweise von T.Südhof zur Verfügung gestellt. Ein Fc-markiertes 
αβDAG wurde durch Klonierung der SalI und XbaI flankierten, vollständigen DAG-Sequenz 
des pCMV5-αβDAG (Primer MM09-130, MM10-44) in den bereits beschriebenen pCMV5-
ΔN17 Vektor (Dissertation C. Reissner) hergestellt. Die Klonierung des Fc-αDAG (MM09-
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130, MM09-133) und Fc-βDAG (MM09-132, MM10-44) erfolgte analog. Die Fc-αDAG 
Glykosylierungsmutanten wurden unter Verwendung der entsprechenden Primer (Tabelle 
„Oligonukleotide“) mittels QuikChange®-Protokoll hergestellt. Alle hier verwendeten 
Vektoren enthielten den Promotor des Cytomegalovirus (CMV) der für die ubiquitäre, 
transiente Expression der Konstrukte in HEK tsA201, COS7 und N2a-Zellen sorgte (Kugler 
et al, 2003). Die cDNA der verwendeten Konstrukte DAG1 (NM_053697), Nxph1 
(NM_012994), Nlgn1 (NM_053868), Nlgn2 (NM_053992) und Nrxn1 (-SS1, -SS2, 
NM_021767) stammte aus Ratte. In der folgenden Übersicht sind die in dieser Arbeit 
verwendeten DNA-Konstrukte aufgeführt. Die Konstrukte wurden unter Verwendung der 
aufgelisteten Templates und Primer generiert.  
 
Tabelle 4: Liste verwendeter Vektoren 
Nr Vektor  Splice-Variante Template  Primer   Referenz   
       vorwärts rückwärts     
 Neurexin      
       
1 pCMV5 Ig-Nrxn1α-1 - SS2, + SS4  pCMV5 α-nrxn1    Ushkaryov et al., 1994 
2 pCMV5 L2 (Nrxn1α) - SS2, + SS4  pCMV5     Sugita et al., 1998 
3 pCMV5 Nrxn1α-1 sol - SS2, + SS4  pCMV5 Ig-Nrxn1α-1    Dissertation M.Klose 
4 pCMV5 Nrxn1α-1 solΔ - SS2, - SS4  pCMV5 Ig-Nrxn1α-1 MM10-128 MM09-129  diese Arbeit CR 
5 pCMV5 Ig-Nrxn1β-1 - SS4  pCMVIGNIβ-1    Ushkaryov et al., 1994 
6 pCMV5 Ig-Nrxn1β-3 + SS4  pCMVIGNIβ-3    Ushkaryov et al., 1994 
7 pCMV5 Ig-ΔN17   pCMV5 ΔN17    Reissner et al., 2008 
8 pCMV5 Ig-LNS1 - SS1  pCMV5 L2 (Nrxn1α)    Dissertation C.Reissner 
9 pCMV5 Ig-LNS2 - SS2  pCMV5 L2 (Nrxn1α)    Dissertation C.Reissner 
10 pCMV5 Ig-LNS3   pCMV5 L2 (Nrxn1α)    Dissertation C.Reissner 
11 pCMV5 Ig-LNS4 + SS3  pCMV5 L2 (Nrxn1α)    Dissertation C.Reissner 
12 pCMV5 Ig-LNS5   pCMV5 L2 (Nrxn1α)    Dissertation C.Reissner 
13 pCMV5 Ig-LNS6-1 - SS4  pCMV5 Ig-Nrxn1β-1    Reissner et al., 2008 
14 pCMV5 Ig-LNS6-3 + SS4  pCMV5 Ig-Nrxn1β-3    Dissertation C.Reissner 
15 pCMV5 Ig-LNS1-2 - SS1, - SS2  pCMV5 L2 (Nrxn1α)    Dissertation M.Klose 
16 pCMV5 Ig-LNS3-4 + SS3  pCMV5 L2 (Nrxn1α)    Dissertation M.Klose 
17 pCMV5 Ig-LNS5-6 + SS4  pCMV5 L2 (Nrxn1α)    Dissertation M.Klose 
18 pCMV5 Ig-LNS2 C293S - SS2  pCMV5 Ig-LNS2    Dissertation M.Klose 
19 pCMV5 Ig-LNS2 SS 304-5 - SS2  pCMV5 Ig-LNS2 MM10-22 MM10-23  diese Arbeit 
AA  
20 pCMV5 Ig-LNS2 Q316V - SS2  pCMV5 Ig-LNS2    Dissertation M.Klose 
21 pCMV5 Ig-LNS2 S327A - SS2  pCMV5 Ig-LNS2 MM10-24 MM10-25  diese Arbeit 
22 pCMV5 Ig-LNS2 D329A - SS2  pCMV5 Ig-LNS2    Dissertation M.Klose 
23 pCMV5 Ig-LNS2 G347A - SS2  pCMV5 Ig-LNS2 MM09-118 MM09-119  diese Arbeit 
24 pCMV5 Ig-LNS2 S348A - SS2  pCMV5 Ig-LNS2 MM10-26 MM10-27  diese Arbeit 
25 pCMV5 Ig-LNS2 V358D - SS2  pCMV5 Ig-LNS2    Dissertation M.Klose 
26 pCMV5 Ig-LNS2 N359A - SS2  pCMV5 Ig-LNS2    Dissertation M.Klose 
27 pCMV5 Ig-LNS2 A366W - SS2  pCMV5 Ig-LNS2    Dissertation M.Klose 
28 pCMV5 Ig-LNS2 T395D - SS2  pCMV5 Ig-LNS2    Dissertation M.Klose 
29 pCMV5 Ig-LNS2 I401D - SS2  pCMV5 Ig-LNS2    Dissertation M.Klose 
30 pCMV5 Ig-LNS2 TTT403 - SS2  pCMV5 Ig-LNS2    Dissertation M.Klose 
-5PPP  
31 pCMV5 Ig-LNS2 T404P - SS2  pCMV5 Ig-LNS2    Dissertation M.Klose 
32 pCMV5 Ig-LNS2 QED  - SS2  pCMV5 Ig-LNS2 MM10-28 MM10-29  diese Arbeit 
409-11 AAA  
33 pCMV5 Ig-LNS2 Y412A - SS2  pCMV5 Ig-LNS2 MM09-114 MM09-115  diese Arbeit 
34 pCMV5 Ig-LNS2 Y412F - SS2  pCMV5 Ig-LNS2 MM10-18 MM10-19  diese Arbeit 
35 pCMV5 Ig-LNS2 YMG412/- SS2  pCMV5 Ig-LNS2 MM09-120 MM09-121  diese Arbeit 
14/16SSD  
36 pCMV5 Ig-LNS2 YMG412/- SS2  pCMV5 Ig-LNS2 MM10-20 MM10-21  diese Arbeit 
14/16LIN  
37 pCMV5 Ig-LNS2 T413A - SS2  pCMV5 Ig-LNS2 MM09-105 MM09-106  diese Arbeit 
38 pCMV5 Ig-LNS2 M414A - SS2  pCMV5 Ig-LNS2 MM09-112 MM09-113  diese Arbeit 
39 pCMV5 Ig-LNS2 G416A - SS2  pCMV5 Ig-LNS2 MM10-14 MM10-15  diese Arbeit 
40 pCMV5 Ig-LNS2 G416N - SS2  pCMV5 Ig-LNS2 MM09-116 MM09-117  diese Arbeit 
41 pCMV5 Ig-LNS2 D418A - SS2  pCMV5 Ig-LNS2 MM10-30 MM10-31  diese Arbeit 
42 pCMV5 Ig-LNS2 DD418- - SS2  pCMV5 Ig-LNS2    Dissertation M.Klose 
19AA  
43 pCMV5 Ig-LNS2 F420D - SS2  pCMV5 Ig-LNS2    Dissertation M.Klose 
44 pCMV5 Ig-LNS2 ΔS428- - SS2  pCMV5 Ig-LNS2    Dissertation M.Klose 
36P  
45 pCMV5 Ig-LNS2 L462R - SS2  pCMV5 Ig-LNS2    Dissertation M.Klose 
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46 pCMV5 Ig-LNS2 I472P - SS2  pCMV5 Ig-LNS2    Dissertation M.Klose 
47 pCMV5 Ig-LNS6 D1183A - SS4  pCMV5 Ig-LNS6-1 (-SS4)    Reissner et al., 2008 
48 pCMV5 Ig-LNS6 G1201V/ - SS4  pCMV5 Ig-LNS6-1 (-SS4)    Reissner et al., 2008 
T1202A  
49 pCMV5 Ig-LNS6 LIN1280/ - SS4  pCMV5 Ig-LNS6-1 (-SS4)    Reissner et al., 2008 
82/84SSD  
50 pCMV5 Ig-LNS6 T1281A - SS4  pCMV5 Ig-LNS6-1 (-SS4)    Reissner et al., 2008 
51 pCMV5 Ig-LNS6 I1282R - SS4  pCMV5 Ig-LNS6-1 (-SS4) MM09-10 MM09-11  diese Arbeit CR 
52 pCMV5 Ig-LNS6 N1284G - SS4  pCMV5 Ig-LNS6-1 (-SS4)    Dissertation C.Reissner 
53 pCMV5 LNS6-1 HA - SS4  pCMV5 Ig-LNS6-1 (-SS4) MM12-96 MM12-97  diese Arbeit 
54 pCMV5 LNS6-3 HA + SS4  pCMV5 Ig-LNS6-3 (+SS4) MM12-98 MM12-99  diese Arbeit 
 
 Dystroglycan      
       
55 pCMV5 αβDAG        T. Südhof 
56 pCMV5 αDAG-HA    pCMV5 αβDAG MM08-52 MM08-53  diese Arbeit, M.Klose 
57 pCMV5 Ig-αβDAG   pCMV5 αβDAG MM09-130 MM10-44  diese Arbeit 
58 pCMV5 Ig-αDAG   pCMV5 αβDAG MM09-130 MM09-133  diese Arbeit 
59 pCMV5 Ig-αDAG Muc2   pCMV5 Ig-αDAG MM10-94 MM10-95  diese Arbeit 
60 pCMV5 Ig-αDAG Muc1   pCMV5 Ig-αDAG MM10-96 MM10-97  diese Arbeit 
61 pCMV5 αDAG-HA    pCMV5 αβDAG MM08-52 MM08-53  diese Arbeit, M.Klose 
62 pCMV5 Ig-αβDAG   pCMV5 αβDAG MM09-130 MM10-44  diese Arbeit 
63 pCMV5 Ig-αDAG   pCMV5 αβDAG MM09-130 MM09-133  diese Arbeit 
64 pCMV5 Ig-αDAG Muc2   pCMV5 Ig-αDAG MM10-94 MM10-95  diese Arbeit 
65 pCMV5 Ig-αDAG Muc1   pCMV5 Ig-αDAG MM10-96 MM10-97  diese Arbeit 
66 pCMV5 Ig-αDAG ΔMuc   pCMV5 Ig-αDAG MM11-32 MM11-33  diese Arbeit 
67 pCMV5 Ig-αDAG N139D   pCMV5 Ig-αDAG MM10-92 MM10-93  diese Arbeit 
68 pCMV5 Ig-αDAG T317A T319A  pCMV5 Ig-αDAG MM12-07 MM12-08  diese Arbeit 
69 pCMV5 Ig-βDAG   pCMV5 αβDAG MM09-132 MM10-45  diese Arbeit 
       
 Neuroligin      
       
70 pCMV5 Ig-NL1   pCMV5 NL11    Nguyen et al., 1997 
71 pCMV5 Ig-NL1ΔB   pCMV5 Ig-NL1    Reissner et al., 2008 
72 pCMV5 NL11 ΔB   pCMV5 NL11    Reissner et al., 2008 
73 pCMV5 NL-1 (NL2)   pCMV5     Ichtchenko et al., 1996 
       
 Andere      
       
74 pCMV5 Ig-Nxph1mat   pCMV5 D2 (Nxph1)    Dissertation M.Klose 
75 pCMV5 D2 (Nxph1)   pCMV5     Petrenko et al., 1998 
76 pCMV6-XL4-LARGE        OriGene Technologies 
 
 
2.1.5. Kits 
 
Tabelle 5: Liste verwendeter Kits 
Kit       Hersteller     
  
QuikChange Lightning Site-Directed Mutagenesis Kit Agilent Technologies, Waldbronn 
Plasmid DNA Purification Nucleospin (Mini)  Macherey-Nagel, Düren 
Plasmid DNA Purification Nucleobond (Maxi)  Macherey-Nagel, Düren 
QIAEX II DNA Extraction from Agarose Gels  Qiagen, Hilden 
DNA Clean & Concentrator-Kit    Zymo Research, Freiburg    
 
 
2.1.6. Antikörper 
 
Die anti-Neurexin- (A473) und anti-Synapsin- (E028) Antikörper wurden freundlicherweise 
von Prof. T. Südhof (Stanford University, Institute for Neuro-Innovation & Translational 
Neurosciences, Palo Alto, USA) zur Verfügung gestellt. Anti-Neurexophilin 1 (loop99) 
wurde gegen das Peptid AQQTVIDAKDSKSC produziert und affinitätsgereinigt 
(Eurogentec, Belgium). Alle anderen Antikörper wurden von den aufgelisteten Unternehmen 
bezogen.  
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Tabelle 6: Antikörperliste 
Antikörper    Spezies  Klonalität Bezugsunternehmen 
 
Primärantikörper 
 
Anti-α-Dystroglycan (VIA4-1)  Maus  monoklonal Milllipore 
Anti-α-Dystroglycan (IIH6C4)  Maus  monoklonal Millipore 
Anti-ß-Dystroglycan    Kaninchen polyklonal Abcam 
Anit-HA (12CA5)   Maus  monoklonal Roche 
Anti-HA (16B12)     Maus  monoklonal Covance 
Anti-Neurexin 1 (A473)   Kaninchen polyklonal UTSW 
Anti-Neurexin 1    Kaninchen polyklonal Synaptic Systems 
Anti-Neuroligin 1 (4C12)  Maus  monoklonal Synaptic Systems 
Anti Neuroligin 2   Kaninchen polyklonal Synaptic Systems 
Anti-Neurexophilin 1 (loop99)  Kaninchen polyklonal Eurogentec 
 
Sekundärantikörper 
 
Anti-Kaninchen-IgG (H+L)  Ziege  Peroxidase BioRad 
Anti-Maus-IgG (H+L)   Ziege  Peroxidase BioRad    
 
2.1.7. Mauslinien 
 
Für die Herstellung von Hirnlysat wurden Wildtyp-Mäuse der Linie C57BL/6N im 
hauseigenen Tierstall gezüchtet. Ursprünglich wurden die Tiere von Charles River, 
Wilmington, USA bezogen.  
 
2.1.8. Zelllinien 
 
Die Herstellung rekombinanter, sekretierter Proteine erfolgte in HEK tsA201 (human 
embryonic kidney) Zellen, Life Technologies, Darmstadt. Die Transfektion nicht 
immobilisierbarer, membrangebundener Proteine wurde zum einen in N2a (murinen 
Neuroblastomzellen) durchgeführt, die freundlicherweise von J. Schwamborn zur Verfügung 
gestellt wurden. Zum anderen wurden COS7 (simiane Nierenzellen) DSMZ, Hannover 
verwendet.  
 
2.1.9. Bakterienstämme 
 
E.coli, XL1-Blue MRF superkompetente Zellen, Stratagene, Waldbronn, dienten der 
Transformation nach dem Standard-Elektropuls-Protokoll. E.coli, XL10-Gold 
Ultrakompetente Zellen, Stratagene, Waldbronn, wurden für die Transformation von 
QuikChange®- und PCR-Produkten verwendet.  
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2.1.10. Nährmedien und Zusätze 
 
Die im Folgenden aufgelisteten Medien und Zusätze wurden für die Kultivierung der 
Zelllinien HEK tsA201, N2a und COS7 und der Bakterienstämme E.coli XL1-Blue MRF 
oder E.coli XL10 Gold verwendet.  
 
Tabelle 7: Liste der verwendeten Kulturmedien und Zusätze 
Medium/Zusatz       Hersteller    
 
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM)    Sigma, Taufkirchen 
mit 4500mg Glukose/L, L-Glutamin, Natriumhydrogen- 
carbonat und Pyridoxin  
Fetal Bovine Serum (FBS)      Life Technologies, Darmstadt 
Laura Bertani (LB)-Medium: 10g SELECT Pepton 140,   Life Technologies, Darmstadt 
5g SELECT Hefe-Extrakt, 5g NaCl pro Liter dH2O 
LB-Agar: 10g SELECT Pepton 140, 5g SELECT    Life Technologies, Darmstadt 
Hefe-Extrakt, 5g NaCl, 12g SELECT Agar pro Liter dH2O 
Normal Goat Serum       Life Technologies, Darmstadt 
NZY+ -Medium: LB-Medium, 1M MgCl2, 1M MgSO4,   Roth, Karlsruhe 
2M Glukose 
Penicillin/Streptomycin: 5000 units/ml Penicillin,    Life Technologies, Darmstadt 
5000 units/ml Streptomycin           
 
 
2.2. Molekularbiologische Methoden 
 
2.2.1. Gezielte Mutagenese der Dystroglycan- und Neurexin-Expressionsvektoren 
 
Um die Bindung zwischen den Proteinen Nrxn und DAG zu charakterisieren und die exakte 
Bindungsstelle zu identifizieren, wurden gezielte Mutationen, Deletionen oder Insertionen an 
den Expressionsvektoren von Nrxn und DAG vorgenommen. Dabei wurde das Einbringen 
oder Austauschen größerer DNA-Fragmente über eine Klonierung durchgeführt, während 
Punktmutationen, Deletionen oder Insertionen kleinerer Fragmente über das QuikChange®-
Protokoll abgewickelt wurden.  
 
2.2.1.1. Allgemeines Protokoll für Klonierungen 
 
Im ersten Schritt der Klonierung wurden Primer für die Amplifikation des einzufügenden 
DNA-Fragments (insert) entworfen. Um die spätere Identifikation des inserts zu ermöglichen, 
wurde dabei eine zusätzliche Restriktionsschnittstelle hinzugefügt bzw. eine vorhandene 
Schnittstelle entfernt. Für das Primerdesign wurde das Programm DNAStar (DNASTAR, 
Inc., Madison, USA) sowie die Internetdienste Primer X (http://www.bioinformatics.org), 
Reverse Complement (http://www.bioinformatics.org/ sms/rev_comp.html) und WatCut 
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(http://watcut.uwaterloo.ca/watcut/watcut/template.php) verwendet. Anschließend wurde eine 
PCR durchgeführt, die mithilfe der iProof™-Polymerase (BioRad) den entsprechenden DNA-
Abschnitt aus dem Ursprungsvektor vervielfältigte. Die PCR-Produkte wurden auf ein 
Agarosegel aufgetragen und elektrophoretisch aufgetrennt. Die gewünschten Banden wurden 
aus dem Gel geschnitten, und die DNA mithilfe des QIAEXII-Kits (Quiagen, Hilden) 
extrahiert. Das insert wurde anschließend mit den entsprechenden Restriktionsenzymen nach 
NEB-Protokoll verdaut. Der Vektor, in den das insert eingebracht werden sollte, wurde unter 
Verwendung derselben Enzyme verdaut. Die entsprechenden Restriktionsschnittstellen waren 
entweder bereits im Vektor vorhanden oder wurden über eine stille Mutation eingefügt. Durch 
den Restriktionsverdau wurde der Vektor geöffnet. Anschließend wurde der Vektor, um eine 
spätere Religation zu verhindern, dephosphoryliert und über eine Phenol-Chloroform-
Extraktion aufgereinigt. Ein Test-Agarosegel wurde mit jeweils 1µL des inserts und Vektors 
beladen um die für die Ligation einzusetzenden Mengen an insert- und Vektor-DNA zu 
bestimmen. Nach der Ligation wurde das Produkt mittels Elektrotransformation in E.coli XL1 
MRF eingebracht (siehe Punkt 2.2.10.). Die transformierten Bakterien wuchsen für 1h bei 
37°C in 1mL LB-Medium und wurden anschließend auf einer LB-Agar-Platte mit 
entsprechendem Antibiotikum ausgestrichen. Am nächsten Tag wurden die Klone gepickt und 
in jeweils 5mL LB-Medium versetzt mit Antibiotikum (50µg/mL) kultiviert. Die 
Aufreinigung eines Aliquots der Kultur erfolgte über das Express-Mini-Protokoll (siehe Punkt 
2.2.11.). Im Anschluss wurde die gereinigte DNA zur Identifikation enzymatisch verdaut. 
Nach Detektion des veränderten Restriktionsmusters wurde von bis zu fünf Klonen eine 
Aufreinigung über das Mini-Protokoll (Machery-Nagel, siehe Punkt 2.2.12.) durchgeführt und 
die DNA im Anschluss sequenziert (GATC, Konstanz). Nach erfolgter Sequenzierung wurde 
die DNA mithilfe des Maxi-Präparations-Kits (Machery-Nagel) vervielfältigt, in TE-Puffer 
aufgenommen und bei 4°C gelagert (siehe Punkt 2.2.13.).  
 
2.2.1.2. Allgemeines Protokoll für gezielte Mutagenesen 
 
Mutationen sowie Insertionen oder Deletionen kleinerer Fragmente wurden über eine 
QuikChange®-PCR (Invitrogen) am Zielplasmid vorgenommen. Das Primerdesign folgte 
dem vorgegebenen QuikChange®-Protokoll. Analog dem Protokoll für allgemeine 
Klonierungen wurde zur späteren Überprüfung der Identität der Produkte eine zusätzliche 
Restriktionsschnittstelle hinzugefügt oder eine vorhandene Schnittstelle entfernt. Nach der 
PCR wurde die parentale DNA über einen DpnI-Verdau abgebaut und die amplifizierte DNA 
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über eine Hitzetransformation in E.coli XL10-Gold eingebracht. Die weitere Verarbeitung 
erfolgte wie im Punkt 2.2.3. beschrieben.  
 
2.2.2. Polymerase-Kettenreaktion  
 
Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) wurde mithilfe des iProof™ High Fidelity Systems 
(BioRad) durchgeführt. Die PCR ermöglicht eine selektive Vervielfältigung einer 
spezifischen DNA-Sequenz. Die Reaktion benötigt zwei Oligonukleotid-Primer, die an die 
komplementären Stränge der Zielsequenz binden, um so die Amplifikation des 
eingeschlossenen DNA-Stücks zu initiieren (Saiki et al, 1988). Die von K. Mullis entwickelte 
Methode basiert auf wiederholten Zyklen von Denaturierung, Primer-Anlagerung (Annealing) 
und Elongation (Mullis & Faloona, 1987). Während der Denaturierung der doppelsträngigen 
template-DNA bei 98°C werden die Wasserstoffbrückenbindungen zwischen den 
komplementären Basen gespalten. Beim Annealing erfolgt die Anlagerung der künstlich 
hergestellten Primer an die einzelsträngigen DNA-templates. Die Reaktionstemperatur wird in 
dieser Phase in Abhängigkeit der Primerlänge und Primerzusammensetzung auf 45-72°C 
gesenkt. Während der Elongationsphase synthetisiert die iProof™-Polymerase den zum 
template komplementären DNA-Strang über die Addition von desoxy-
Nukleosidtriphosphaten (dNTPs) in 5’-3’ Richtung an den Primer.  
 
Lösungen: 5x iProof™ HF-Puffer mit 7,5mM MgCl2, 10mM dNTP-Mix, 0,5µM Primer-
Verdünnung, 10ng/µL Template-Verdünnung, TAE-Puffer (50x: 2M Tris, 50mM EDTA, 4% 
Essigsäure, pH 8,5) 
 
Der PCR-Reaktionsansatz mit einem Gesamtvolumen von 20µL wurde nach folgendem 
Schema pipettiert: 
        
Komponente    Volumen  
  
5x iProof™ HF Puffer  4µL   
10mM dNTP Mix   1µL   
Primer vorwärts (0,5µM)  1µL   
Primer rückwärts (0,5µM)  1µL   
DNA Template   1µL   
dH2O     11µL   
iProof™ DNA Polymerase  1µL   
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Die PCR-Reaktion verlief nach folgenden Parametern: 
            
Schritt    Zyklen Temperatur Zeit   
    
Initiale Denaturierung  1  98°C  1min  
Denaturierung   35  98°C  30sec  
Annealing    35  45-72°C 30sec  
Elongation    35  72°C  30sec/kb 
Finale Elongation   1  72°C  7min   
 
Die PCR-Produkte wurden auf ein 0,8%iges Agarosegel (in TAE) aufgetragen und bei 80V-
120V elektrophoretisch aufgetrennt. Im Anschluss wurden die Banden aus dem Gel 
geschnitten und aufgereinigt (siehe Punkt 2.2.4.). 
 
2.2.3. In vitro Mutagenese nach dem QuikChange® Lightning Protokoll 
 
Das QuikChange® Kit ermöglicht die schnelle und effiziente Mutagenese von Plasmiden mit 
einer Größe von bis zu 10kb. Das Kit wurde für die Mutation einzelner Basen sowie die 
Insertion und Deletion kleinerer DNA-Stücke verwendet.  
 
Lösungen: NZY+-Medium (LB-Medium, 1M MgCl2, 1M MgSO4, 2M Glukose), 10x 
QuikChange® Lightning Puffer, QuikSolution-Reagenz, dNTP Mix, 125ng/µL Primerlösung, 
QuikChange® Lightning Enzym (PfuUltra high-fidelity DNA-Polymerase), 
Restriktionsenzym DpnI (10U/µL), β-Mercaptoethanol-Lösung 
 
Die Primer wurden nach den QuikChange® Richtlinien entworfen und bei Sigma Aldrich 
(Steinheim) bestellt. Der Reaktionsansatz von 50µL wurde nach unten aufgeführtem Schema 
pipettiert. 
        
Komponente    Volumen  
  
10x Reaktionspuffer   5µL 
dNTP Mix    1µL 
Primer vorwärts (125ng/µL) 1µL 
Primer rückwärts (125ng/µL) 1µL 
DNA Template (50ng/µL)  1µL 
QuikSolution Reagenz  1,5µL 
dH2O     39,5µL 
Pfu DNA Polymerase  1µL   
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QuikChange®-PCR Parameter: 
            
Schritt    Zyklen  Temperatur Zeit  
    
Initiale Denaturierung  1  95°C  2min 
Deanturierung   18  95°C  20sec 
Annealing    18  60°C  10sec 
Elongation    18  68°C  30sec/kb 
Finale Elongation   1  68°C  5min   
 
Im Anschluss an die PCR wurde die parentale DNA mithilfe des DpnI Restriktionsenzyms für 
5min bei 37°C verdaut. 45µL der XL10-Gold ultrakompetenten Zellen wurden mit 2µL der β-
Mercaptoethanol-Lösung versetzt und für 2min auf Eis inkubiert. Anschließend wurden 2µL 
des PCR-Produkts hinzu pipettiert und der Ansatz für 30min auf Eis inkubiert. Die Zellen 
wurden dann für 30sec bei 42°C hitzetransformiert und in 500µL vorgewärmtem NZY+ 
Medium für 1h bei 37°C und 225rpm geschüttelt. Im Anschluss wurden je 100µL und 250µL 
des Transformations-Ansatzes auf LB-Agar-Platten mit entsprechendem Antibiotikum 
(50µg/mL) ausgestrichen und über Nacht bei 37°C gezogen. Am nächsten Tag wurden die 
Klone gepickt und eine Kultur in 5mL LB-Medium angelegt. Nach einer Inkubation über 
Nacht bei 37°C und 225rpm wurde eine Express-Mini durchgeführt (siehe Punkt 2.2.11.).  
 
2.2.4. Aufreinigung von DNA aus Agarosegelen mit dem QIAEX® II Extraktions-Kit 
 
Lösungen: QX1-Puffer, PE-Waschpuffer, QIAEX® II Suspension 
 
Nach der Auftrennung der PCR-Produkte über ein Agarosegel wurden die Banden 
ausgeschnitten, mit 750µL des QX1-Puffers (mit pH-Indikator) und 12µL der QIAEX® 
Partikel-Suspension versetzt und für 10min bei 50°C und 1200rpm im Heizblock inkubiert. 
Durch diesen Schritt wurde die Agarose gelöst und die DNA an die QIAEX® Partikel 
gebunden. Die Matrix wurde dann einmal mit QX1-Puffer und zweimal mit PE-Puffer 
gewaschen und das erhaltene Pellet für 15min bei RT getrocknet. Die DNA wurde 
abschließend mit 20µL dH2O für 5min bei 50°C eluiert.  
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2.2.5. Restriktionsendonuklease-Verdau von DNA 
 
Der Verdau von DNA mithilfe von Restriktionsendonukleasen wurde sowohl zur 
Identifikation einer gezielt durchgeführten Mutagenese (analytischer Verdau), als auch zur 
Ligationsvorbereitung von insert und Vektor (präparativer Verdau) genutzt.  
 
Lösungen: 10x Restriktionspuffer 1, 2, 3, 4 (New England Biolabs), 100x BSA (10mg/mL), 
5x Ladepuffer (10x: 57% Glycerol, 100mM Tris pH 8,0, 10mM EDTA, 0,001% 
Bromphenolblau), TAE-Puffer (50x: 2M Tris, 50mM EDTA, 4% Essigsäure, pH 8,5) 
 
Die Identifikation des zu verwendenden, Enzym-spezifischen 10x-Restriktionspuffers wurde 
mithilfe des Internetdienstes double digest finder (NEB http://www.neb.com/ 
nebecomm/DoubleDigestCalculator) vorgenommen. Der analytische Verdau wurde mit 1µg 
DNA pro 20µL Gesamtvolumen angesetzt und, nach Zugabe von je 1µL des 
Restriktionsenzyms (1U/µL), für mindestens 1h bei enzymspezifischer Temperatur 
durchgeführt. Der präparative Verdau fand in einem Gesamtvolumen von 60µL, unter Einsatz 
von 5µg DNA, über Nacht statt. Der Verdau wurde durch die Zugabe eines 5x Probenpuffers 
gestoppt und auf ein Agarosegel aufgetragen, oder einer Aufreinigung mit dem DNA clean & 
concentrator Kit unterzogen.  
 
2.2.6. Dephosphorylierung linearisierter Vektor-DNA 
 
Lösungen: 10x Reaktionspuffer (500mM Bis-Tris-Propan-HCl, 10mM MgCl2, 1mM ZnCl2, 
pH 6,0 bei 25°C), Alkalische Phosphatase (NEB, 5.000U/mL) 
 
Unmittelbar nach dem Restriktionsverdau erfolgte die Entfernung der Phosphatreste an den 
5’-Enden des Zielvektors, um eine Religation zu unterbinden. Für einen 100µL Ansatz 
wurden 10µL Reaktionspuffer und 2µL Alkalische Phosphatase zugegeben. Der Ansatz 
wurde mit dH2O aufgefüllt und für 30min bei 37°C inkubiert. Die Enzyme wurden im 
Anschluss bei der DNA-Aufreinigung inaktiviert. 
 
2.2.7. Phenol-Chloroform-Aufreinigung von Vektor-DNA 
 
Lösungen: Phenol-Chloroform-Isoamylalkohol (25:24:1), Chloroform, 70% Ethanol 
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Die zu reinigende DNA wurde auf ein Volumen von 100µL mit dH2O aufgefüllt und mit 
einem identischen Volumen der Phenol-Chloroform-Isoamylalkohol-Lösung versetzt. Das 
Gemisch wurde gevortext und für 10min bei RT und 12.000xg zentrifugiert. Es bildeten sich 
drei Phasen aus, von denen die obere wässrige Phase in ein neues Eppendorf-Gefäß überführt 
wurde. Um Phenolreste aus dieser Phase zu entfernen, wurde das gleiche Volumen an 
Chloroform zugegeben und erneut zentrifugiert. Die wässrige Phase wurde entnommen und 
die DNA mithilfe von 70%igem Ethanol präzipitiert.  
 
2.2.8. DNA-Aufreinigung über das DNA Clean & Concentrator™ -5 Kit (Zymo 
Research) 
 
Lösungen: DNA Bindepuffer, DNA Waschpuffer, DNA Elutionspuffer 
 
Das verdaute DNA-Fragment wurde im Verhältnis 5:1 mit DNA Bindepuffer versetzt, 
gevortext und auf die Zymo-Spin™ Säule gegeben. Die Säule wurde dann bei 11.000xg für 
30sec zentrifugiert und 2x mit Waschpuffer gespült. Abschließend wurde die DNA mit 10µL 
Elutionspuffer herausgelöst.  
 
2.2.9. Ligation von DNA-Fragment und Zielvektor 
 
Die T4 DNA Ligase katalysiert die Ausbildung von Phosphodiesterbindungen zwischen 
benachbarten 5’-Phosphatresten und 3’-Hydroxylgruppen doppelsträngiger DNA und ist in 
der Lage Einzelstrangbrüche zu reparieren.  
 
Lösungen: 10x Reaktionspuffer (500mM Tris-HCl, 100mM MgCl2, 100mM DTT, 10mM 
ATP, pH 7,5), T4 DNA Ligase (400.000U/mL) 
 
Vor der Ligation wurden je 1µL der Insert- und Vektor-DNA auf ein Testgel (0,8% Agarose) 
geladen, um die einzusetzenden DNA-Mengen abzuschätzen. Die Ligation wurde in einem 
Gesamtvolumen von 20µL durchgeführt. Dafür wurden 2µL des 10x Reaktionspuffers und 
1µL T4 DNA Ligase zu der im Verhältnis 1:10 eingesetzten Vektor- und Insert-DNA 
pipettiert und der Ligationsansatz mit dH2O aufgefüllt. Dem Kontrollansatz wurde als 
Religationsprüfung keine Insert-DNA zugegeben. Die Ligationsreaktion erfolgte über Nacht 
bei 11°C. Das Produkt wurde am Folgetag in E.coli XL1-MRF transformiert.  
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2.2.10. Elektrotransformation von E.coli XL1-Blue MRF 
 
Lösungen: DNA-Lösung (200ng/µL), LB-Medium, Antibiotikum (1µL/mL) 
 
Die Zellen (E.coli XL1-Blue MRF) wurden bei RT aufgetaut und auf Eis gestellt. 
Anschließend wurde 1µL der DNA-Lösung (1:4 verdünnt in dH2O) zur Zellsuspension 
pipettiert, die Mischung für 45sec auf Eis inkubiert und in eine vorgekühlte Küvette gegeben. 
Die Küvette wurde im Strompulser platziert und ein einmaliger Impuls von 2,5kV zugeführt. 
Im Anschluss wurde 1mL LB-Medium zugegeben und die Kultur für 1h bei 37°C und 
225rpm geschüttelt. Es wurden je 100µL und 250µL der Kultur auf einer LB-Agar-Platte (mit 
entsprechendem Antibiotikum) ausgestrichen und diese über Nacht bei 37°C inkubiert. Am 
folgenden Tag wurde ein Klon gepickt und eine 5mL-Kultur angelegt.  
 
2.2.11. Isolation von Plasmid-DNA mithilfe der Express-Mini-Präparation 
(Holmes & Quigley, 1981) 
 
Diese Methode zur Plasmid-Isolation nach Holmes & Quigley dient der raschen Analyse einer 
größeren Anzahl von DNA-Klonen nach Mutagenesen mittels QuikChange®-Protokoll. 
 
Lösungen: LB-Medium, STET-Puffer (50mM EDTA, 10mM Tris pH 8,0, 8% Saccharose, 
0,5% Triton X-100), Lysozym (10mg/mL), 7,5M NH4Ac, 70% Ethanol, 96% Ethanol 
 
1,5mL der 5mL-Kultur wurden in ein Eppendorfgefäß pipettiert und für 1min bei RT und 
16.000xg zentrifugiert. Das Medium wurde dekantiert und das Pellet für 30sec getrocknet. 
Anschließend wurde das Pellet in 300µL STET-Puffer resuspendiert und mit 25µL Lysozym 
versehen. Die Suspension wurde bei 99°C für 45sec im Heizblock gekocht und anschließend 
für 10min bei RT und 16.000xg zentrifugiert. Der Zellschrott wurde mit einem Zahnstocher 
entfernt und 50µL 7,5M NH4Ac sowie 500µL Ethanol absolut zugegeben. Das Gemisch 
wurde kurz gevortext und für 15min bei RT und 16.000xg zentrifugiert. Der Überstand wurde 
dekantiert, das Pellet mit 70% Ethanol (-20°C) gewaschen und bei 37°C getrocknet. 
Abschließend wurde das Pellet in 30µL dH2O resuspendiert und bis zum Verdau bei -20°C 
gelagert.  
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2.2.12. Isolation von high-copy Plasmid-DNA nach dem NucleoSpin® Protokoll 
 
Die Gewinnung reiner DNA für die Sequenzierung erfolgte mithilfe des NucleoSpin® Kits 
von Machery-Nagel und wurde nach dem NucleoSpin® Protokoll durchgeführt. 
 
Lösungen: A1, A2, A3, AW, A4, AE 
 
Die E.coli LB-Kultur (3,5mL) wurde in mehreren Schritten für 30sec bei RT und 11.000xg 
abzentrifugiert. Das Pellet wurde dann in 250µL Puffer A1 resuspendiert, mit 250µL Puffer 
A2 versetzt und nach Zugabe von 300µL Puffer A3 für 5min bei RT und 11.000xg 
zentrifugiert. Der Überstand wurde in zwei Schritten durch Zentrifugation (1min, RT, 
11.000xg) auf die NucleoSpin® Plasmid-Säule geladen. Die Säule wurde im Anschluss mit 
500µL des auf 50°C erhitzten Puffers AW sowie 600µL des Puffers A4 gewaschen. Um 
sämtlichen Waschpuffer von der Säule zu entfernen, wurde die Säule zweimal für je 2min bei 
RT und 11.000xg zentrifugiert. Die DNA wurde mit 50µL des Puffers AE eluiert. Hierfür 
wurde die Säule für 1min mit Puffer AE inkubiert und dann für 1min bei RT und 11.000xg 
zentrifugiert. Das Eluat wurde in einem 1,5mL Eppendorfgefäß aufgefangen.  
 
2.2.13. Plasmid-DNA Aufreinigung nach dem NucleoBond® Verfahren 
 
Das NucleoBond® Kit nutzt das Verfahren der alkalischen Lyse, um bakterielle Zellen für die 
DNA-Aufreinigung aufzuschließen. Zunächst wird das Lysat durch Zugabe von Kaliumacetat 
neutralisiert, und es bilden sich Präzipitate aus denaturierter chromosomaler DNA und 
weiteren Zellkomponenten. Die in der Lösung verbleibende Plasmid-DNA nimmt ihre 
natürliche Konformation (supercoil) wieder an und bindet an die Anionen-Austauscher-Säule. 
Pro Säule können bis zu 500µg DNA gebunden werden. 
 
Lösungen: S1 (Resuspensionspuffer: 50mM Tris-HCl, 10mM EDTA, 10µg/mL RNase A, pH 
8,0), S2 (Lysispuffer: 200mM NaOH, 1% SDS), S3 (Neutralisierungspuffer: 2,8M KAc, pH 
5,1), N2 (Äquilibrierungspuffer: 100mM Tris, 15% Ethanol, 900mM KCl, 0,15% Triton X-
100, eingestellt auf pH 6,3 mit H3PO4), N3 (Waschpuffer: 100mM Tris, 15% Ethanol, 1,15M 
KCl, eingestellt auf pH 6,3 mit H3PO4), N5 (Elutionspuffer: 100mM Tris, 15% Ethanol, 1M 
KCl, eingestellt auf pH 8,5 mit H3PO4), Isopropanol, 70% Ethanol, TE-Puffer (10mM Tris, 
1mM EDTA, pH 8,0) 
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250mL der Bakterienkultur (E.coli XL1 Blue MRF) wurden für 15min bei 4°C und 6000xg 
zentrifugiert. Das Pellet wurde in 12mL vorgekühltem S1-Puffer resuspendiert und nach 
Zugabe von 12mL S2-Puffer für 5min auf Eis lysiert. Die Lyse wurde, mithilfe von 12mL S3-
Puffer, auf Eis gestoppt und das Lysat für 40min bei 4°C und 12.000xg zentrifugiert. Im 
Anschluss wurde der Überstand auf einen vorher angefeuchteten NucleoBond®-Filter gegeben 
und das Lysat so von Zellbestandteilen gereinigt. Die Anionen-Austauscher-Säule wurde mit 
6mL des N2-Puffers äquilibriert und im Anschluss mit dem gereinigten Lysat versetzt. Die 
Säule wurde dann mit 32mL N3-Puffer gewaschen und auf einem Zentrifugenröhrchen 
platziert. Die Zugabe von 15mL N5-Puffer führte zur Elution der DNA von der Säule. Durch 
die anschließende Zugabe von 11mL Isopropanol und kräftigem Mischen erfolgte die Fällung 
der DNA-Präzipitate. Diese wurden mittels Zentrifugation (30min, 4°C, 15.000xg) pelletiert. 
Der Überstand wurde verworfen und die gefällte DNA mit 5mL 70% Ethanol gewaschen 
(10min, RT, 15.000xg). Das DNA-Pellet wurde im Wasserbad bei 42°C für 30min getrocknet 
und anschließend in TE-Puffer gelöst. 
 
2.2.14. Konzentrationsbestimmung aufgereinigter Plasmid-DNA 
 
Lösungen: TE-Puffer (10mM Tris, 1mM EDTA, pH 8,0) 
 
Die Bestimmung der doppelsträngigen Plasmid-DNA-Konzentration nach Aufreinigung über 
das NucleoBond®-Kit erfolgte mithilfe eines Photometers (Eppendorf). Hierfür wurde die 
DNA mit dem Faktor 1:20 in TE-Puffer verdünnt und die Absorption der Lösung bei 260nm 
nach Ermittlung des Leerwertes gemessen.  
 
2.2.15. DNA-Sequenzierung 
 
DNA-Sequenzierungen wurden bei GATC Biotech AG (Konstanz) in Auftrag gegeben. Die 
zu sequenzierenden Plasmide wurden in Wasser auf 100ng/µL und die Sequenzierungsprimer 
auf 10pmol/µL verdünnt. Die Auswertung der erhaltenen Sequenzdaten erfolgte mithilfe des 
Programms SeqMan (DNASTAR).  
 
2.2.16. Agarose-Gelektrophorese 
 
Lösungen: 1kb Plus DNA Längenmarker (Invitrogen), 5x DNA-Ladepuffer (57% Glyzerin, 
100mM Tris pH 8,0, 10mM EDTA), TAE-Puffer (50x: 2M Tris, 50mM EDTA, 4% 
Essigsäure, pH 8,5) 
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Für ein 0,8%iges Gel wurden 2,4g Agarose in 300mL 1x TAE-Puffer gelöst und in der 
Mikrowelle gekocht, bis sämtliche Schlieren verschwunden waren. Anschließend wurde das 
Agarosegel auf 60°C abgekühlt, Ethidiumbromid im Verhältnis von 1:10.000 zugegeben und 
in eine Flachbettgelkammer gegossen. Die aufzutragende DNA wurde mit 5x Ladepuffer 
versetzt und in die Taschen des ausgehärteten Gels pipettiert. Die Auftrennung der Proben 
erfolgte bei 80-120V bis zur gewünschten Laufweite. Unter UV-Licht konnte, anhand des 1kb 
Längenmarkers, die Größe der DNA-Fragmente bestimmt und dokumentiert werden.  
 
2.3. Zellbiologische Methoden 
 
In diesem Kapitel werden zellbiologische Methoden beschrieben, die der Herstellung 
rekombinanter Proteine für die Durchführung biochemischer Bindungsstudien dienten und die 
Markierung von Proteinen innerhalb der Zelle und an der Zelloberfläche ermöglichten.  
 
2.3.1. Kryokonservierung und Rekultivierung von HEK tsA201, N2a und COS7 
 
Einfriermedium: 90% FCS, 10% DMSO, Auftaumedium: DMEM high Glucose (2% 
Glutamin, 10% FCS, 1% PS), 0,25% Trypsin-EDTA 
 
Um einen kontinuierlichen Vorrat der Zelllinien zu gewährleisten, wurden regelmäßig 
Passagen in flüssigem Stickstoff eingefroren und so für eine spätere Verwendung konserviert. 
Dafür wurden die Zellen trypsiniert, bei 258xg und RT für 5min zentrifugiert und in 
Einfriermedium aufgenommen. Der Einfrierprozess begann bei -80°C, wo die Zellen für 2-3 
Tage lagerten, bevor sie in den Stickstofftank überführt wurden. Das Auftauen erfolgte zügig 
im Wasserbad. Danach wurden die Zellen in vorgewärmtem Auftaumedium aufgenommen, 
bei 258xg und RT für 5min zentrifugiert und in frischem Kulturmedium ausgesät. 
 
2.3.2. Kultivierung von HEK tsA201- und N2a-Zellen 
 
HEK tsA201 ist eine permanent Adenovirus Typ 5 -transformierte humane Zelllinie mit 
Fibroblasten-ähnlichem Phänotyp, welche für die Sekretion großer Mengen rekombinanter 
Fc-markierter Proteine verwendet wurde (Graham et al, 1977; Thomas & Smart, 2005). Die 
Fc-gekoppelten Proteine wurden dann für in vitro-Bindungsstudien eingesetzt. Die Neuro 2a 
(N2a) -Linie entstammt einem spontanen murinen Neuroblastom (Klebe & Ruddle, 1969). 
N2a-Zellen sind in der Lage Neuriten-ähnliche Fortsätze auszubilden und so, unter 
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spezifischen Bedingungen, eine neuronale Morphologie anzunehmen (Schubert et al, 1969). 
Sie wurden in dieser Arbeit als Quelle endogenen Dystroglycans genutzt. 
 
Kulturmedium: DMEM high Glucose (10% FCS, 2% Glutamin, 1% PS), 0,25% Trypsin-
EDTA 
 
HEK- und N2a-Zellen wurden in 10cm Kulturschalen im Inkubator bei 37°C, 5% CO2 und 
100% Luftfeuchte kultiviert. Bei einer Konfluenz von 80-90% wurden die Zellen passagiert. 
Dafür wurden sie mit 3mL 0,25%igen Trypsins bei RT vom Boden der Kulturschale gelöst, in 
Kulturmedium für 5min bei RT und 258xg zentrifugiert und in frischem Medium 
resuspendiert. Die Zellen wurden in 10mL Kulturmedium in einem Verhältnis von 1:20 für 
die Weiterkultivierung ausgesät.  
 
2.3.3. Kultivierung von COS7-Zellen 
 
Die aus einer simianen Zelllinie gewonnene, stabil SV40-transformierte COS7-Linie 
(Gluzman, 1981) wurde für die Gewinnung rekombinanter Proteine aus Ganzzelllysat 
verwendet.  
 
Kulturmedium: DMEM high Glucose (10% FCS, 2% Glutamin, 1% PS), 0,25% Trypsin-
EDTA 
 
COS7-Zellen wurden in 10cm Kulturschalen bei 37°C, 5% CO2 und 100%iger 
Luftfeuchtigkeit gezogen. Bei 90%iger Konfluenz wurden die Zellen passagiert. Dazu wurden 
die Zellen zunächst mit 1x PBS gewaschen, mithilfe von 3mL Trypsin bei 37°C vom 
Schalenboden gelöst und nach Suspension im Kulturmedium bei 258xg und RT für 5min 
zentrifugiert. Nach Resuspension in 10mL frischem Kulturmedium erfolgte die Aussaat im 
Verhältnis 1:10 in Kulturschalen.  
 
2.3.4. Transfektion von HEK tsA201- und N2a-Zellen nach der Kalzium-Phosphat-
Methode (Graham & van der Eb, 1973) 
 
Diese Transfektionsmethode basiert auf der Bildung von Präzipitaten, bestehend aus 
Kalzium-Phosphat und DNA. Diese Fällungsprodukte lagern sich an der Zelloberfläche an 
und werden endozytotisch in die Zelle aufgenommen.  
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Lösungen: 250mM CaCl2*2H2O, DMEM high Glucose (10% FCS, 2% Glutamin, 1% PS), 2x 
HEPES (274mM NaCl, 40mM HEPES, 12mM D-(+)-Glukose, 10mM KCl, 1,4mM 
Na2HPO4) 
 
Für die Transfektion wurden am 1. Tag 1,4Mio. HEK tsA201-Zellen in einer 10cm 
Kulturschale ausgesät. Am folgenden Tag wurden zu 8,4µg, in H2O verdünnter, DNA je 
672µl CaCl2*2H2O und 700µl 2x HEPES pipettiert und der DNA-Mix nach 15minütiger 
Inkubation bei RT auf die Zellen gegeben. Ein Wechsel auf serumfreies Medium, für die 
Gewinnung von Fc-gekoppelten Proteinen aus dem Zellmedium, erfolgte an Tag 3. Für die 
Proteingewinnung aus Ganzzelllysat wurde das Medium auf 2% FCS und 1% PS gewechselt. 
Das ins Medium sezernierte Protein wurde an Tag 5 abpipettiert, für 5min bei 4°C und 
3.000xg zentrifugiert und in flüssigem Stickstoff schockgefroren. Das nicht ins Medium 
sezernierte Protein wurde mittels Zelllyse (Punkt 2.4.3.) gewonnen.  
 
2.3.5. Transfektion von COS7-Zellen mittels DEAE-Dextran-Methode  
(Luthman & Magnusson, 1983) 
 
DEAE (Diethylaminoethyl) –Dextran besitzt eine positive Oberflächenladung und ist daher in 
der Lage die negative Ladung der zu transfizierenden DNA zu kompensieren, um eine 
Bindung an die ebenso negativ geladene Membran der COS7-Zellen zu ermöglichen. Die 
DNA wird über Endozytose in die Zelle aufgenommen. Das im Anschluss zugegebene 
Chloroquin verhindert den Abbau der aufgenommenen DNA und erhöht so die 
Transfektionsausbeute.  
 
Lösungen: Chloroquin 5,159mg/mL, DEAE-Dextran 5mg/mL, DMEM high Glucose (10% 
FCS, 2% Glutamin, 1% PS), 2x TBS (280mM NaCl, 6mM KCl, 2mM CaCl2, 1mM MgCl2, 
1,8mM Na2HPO4 pH 7,4, 40mM Tris-HCl pH 7,9) 
 
Am 1. Tag wurden die COS7-Zellen zu 0,5Mio je 10cm Kulturschale ausgesät. Für den 
Transfektionsmix wurden am 2. Tag je 1,65mL 2x TBS mit 1,25mL dH2O und 66µL DNA 
(0,1µg/µL) sowie 330µL DEAE-Dextran gemischt. Die COS7-Zellen wurden zunächst 
zweimal mit 1x TBS gewaschen und anschließend, nach Zugabe des Transfektionsansatzes, 
für 30min bei 37°C und 5% CO2 inkubiert. Nach dem Absaugen des Transfektionsansatzes 
wurden 10mL DMEM-Kulturmedium, vermengt mit 100µL Cloroquin-Lösung, 
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hinzupipettiert und für 3h bei 37°C und 5% CO2 inkubiert. Abschließend wurde das Medium 
durch 10mL frisches Kulturmedium ersetzt. Die Lyse der Zellen erfolgte am 5. Tag.  
 
2.3.6. Behandlung von N2a-Zellen mit Tunicamycin 
 
Lösungen: DMEM high Glucose (10% FCS, 2% Glutamin, 1% PS), 1mg/mL Tunicamycin 
 
Tunicamycin ist eine Mischung homologer Verbindungen mit antibiotischen und antiviralen 
Eigenschaften. Es wurde ursprünglich aus Bakterien isoliert (Takatsuki et al, 1971). 
Tunicamycin unterbindet den primären Schritt im Prozess der N-Glykosylierung von 
Proteinen im Endoplasmatischen Retikulum, welcher durch die DPAGT1 (UDP-N-
Acetylglucosamin- Dolichyl-Phosphat-N- Acetylglucosamin- Phospho-Transferase 1) 
katalysiert wird (Heifetz et al, 1979). In dieser Arbeit sollten die Bindungseigenschaften des 
αDAG nach Tunicamycin-Behandlung untersucht werden. 
 
N2a Zellen wurden nach der im Punkt 2.3.4. beschriebenen Kalzium-Phosphat-Methode mit 
je 8,4µg DNA je 10cm Kulturschale transfiziert. Am Tag nach der Transfektion wurde das 
Kulturmedium durch Medium mit 2% FCS, 1% PS und 2,5µg/mL Tunicamycin ersetzt. Am 
4. Tag wurden die Zellen, wie in Punkt 2.4.3. beschrieben, lysiert und die Lysate für 
pulldown-Experimente verwendet. 
 
2.4. Proteinbiochemische Methoden 
 
Nachfolgend werden biochemische Methoden beschrieben, mit deren Hilfe die Fc-markierten 
Fusionsproteine aus HEK tsA201-Medium isoliert, aufgereinigt, identifiziert und für die 
Bindung von Dystroglycan, Neurexin und Neuroligin aus Maushirnlysat, COS7- oder N2a-
Zelllysat eingesetzt wurden. Nach erfolgter Bindung wurden die Proteinkomplexe 
anschließend auf einem SDS-Polyacrylamid-Gel elektrophoretisch aufgetrennt und auf 
Nitrocellulose übertragen (geblottet), oder durch Coomassie-Brilliant-Blau-Färbung 
nachgewiesen. Nach dem Blotten auf eine Nitrocellulose-Membran erfolgte die 
Immundetektion mithilfe spezifischer Antikörper. 
 
2.4.1. Lyse von Maushirnen 
 
Lösungen: Homogenisations-Puffer (100mM NaCl, 50mM Tris/HCl pH 7,5, 5mM CaCl2), 
Lysepuffer (100mM NaCl, 50mM Tris/HCl pH 7,5, 5mM CaCl2, 2% Triton X-100) 
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Mäuse der Linie C57BL/6N wurden im Alter von 8-12 Wochen mittels zervikaler Dislokation 
getötet und dekapitiert. Das Gehirn wurde aus der Schädelhöhle präpariert und in 
Homogenisierungs-Puffer aufgenommen. Jedes Hirn wurde in 2mL Homogenisierungs-
Puffer, mithilfe des Polytrons zerkleinert. Im Anschluss erfolgte die Homogenisation im 
Douncer. Das Homogenat wurde im Verhältnis 1:1 mit Lysepuffer versetzt und für 3h bei 4°C 
im Überkopfschüttler aufgeschlossen. Das Lysat wurde anschließend für 30min bei 4°C und 
120.000xg in der Ultrazentrifuge fraktioniert. Nach der Ultrazentrifugation wurde das Lysat 
für Immunpräzipitations- (pulldown-) Experimente eingesetzt. 
 
2.4.2. Vorexperimente zur Verifizierung von preclear und WGA 
 
2.4.2.1. Reinigung von Maushirnlysat mittels preclear 
 
Ein preclear entfernt unspezifisch an Sepharose Protein A-Kügelchen bindende Proteine aus 
dem Hirnlysat. 
 
Lösungen: B-Puffer (50mM Tris pH 7,5, 5mM CaCl2), Homogenisierungspuffer (100mM 
NaCl, 50mM Tris/HCl pH 7,5, 5mM CaCl2) 
 
Sepharose Protein A-Kügelchen (SephA beads) wurden in B-Puffer dreimal je 10min bei 4°C, 
unter Rotation äquilibriert. Anschließend wurde ein Aliquot der SephA beads zum Hirnlysat 
nach Ultrazentrifugation gegeben, das Falcon-Röhrchen mit Homogenisierungspuffer 
aufgefüllt und für 1h bei 4°C unter Rotation inkubiert. Das Lysat wurde dann für 10min bei 
4°C und 16.000xg zentrifugiert und in ein neues Falcon-Röhrchen überführt. 
 
2.4.2.2. Akkumulation von Glykoproteinen aus Maushirnlysat über WGA 
 
Wheat Germ Agglutinin (WGA) bindet Proteine aus Hirnlysat, die ein spezifisches 
Zuckermuster (N-Acetyl-Glucosamin, N-Acetyl-Neuramin) an ihrer Oberfläche besitzen.  
 
Lösungen: Homogenisierungspuffer (100mM NaCl, 50mM Tris/HCl pH 7,5, 5mM CaCl2), 
Elutionspuffer (0,3M N-Acetyl-Glucosamin, 100mM NaCl, 50mM Tris pH 7,5, 5mM CaCl2, 
0,1% Triton X-100) 
 
WGA-Agarose beads (WGA-beads) wurden in Homogenisierungspuffer dreimal für 10min 
bei 4°C unter Rotation äquilibriert und ein Aliquot zum Hirnlysat nach Ultrazentrifugation 
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gegeben. Die Bindung der Glykoproteine erfolgte über Nacht bei 4°C unter Rotation. Am 
Folgetag wurde das Lysat für 10min bei 4°C und 16.000xg zentrifugiert, der Überstand 
verworfen und die WGA-beads dreimal in Homogenisierungspuffer gewaschen. 
Anschließend wurden die WGA-beads in Elutionspuffer für 3h bei 4°C unter Rotation eluiert. 
 
2.4.3. Isolation von Fc-Fusionsproteinen aus HEK tsA201-Medium 
 
Lösungen: B-Puffer (50mM Tris pH 7,5, 5mM CaCl2) 
 
Für die Isolation und Aufreinigung Fc-assoziierter, sezernierter Proteine aus HEK tsA201-
Medium wurden die tiefgefrorenen Medien (-80°C, 50mL Falcon-Röhrchen) bei 37°C im 
Wasserbad aufgetaut. Im Anschluss wurden in B-Puffer äquilibrierte SephA beads zum 
Medium hinzu pipettiert. Das Falcon-Röhrchen wurde mit B-Puffer aufgefüllt und rotierte 
über Nacht bei 4°C im Überkopfschüttler. Am nächsten Tag wurde das Gemisch zentrifugiert 
(10min, 4°C, 3220xg) und der Überstand verworfen. Die beads wurden in Eppendorfgefäße 
überführt und dreimal in B-Puffer gewaschen. 
 
2.4.4. Zelllyse von HEK tsA201, N2a und COS7 
 
Lösungen: Lysispuffer (80mM NaCl, 50mM Tris-HCl pH 7,5, 5mM CaCl2, 1% Triton X-100, 
1:100 Protease-Inhibitor-Cocktail), 2x TBS (280mM NaCl, 6mM KCl, 2mM CaCl2, 1mM 
MgCl2, 1,8mM Na2HPO4 pH 7,4, 40mM Tris-HCl pH 7,9) 
 
Für die Ernte rekombinanter, nicht ins Kulturmedium sezernierter Proteine wurde eine 
Zelllyse vorgenommen. Hierfür wurden die Zellen pro 10cm Schale in je 600µL 1x TBS 
geschabt, die Zellsuspension zweier Schalen in einem Eppendorfgefäß für 3min bei 4°C und 
11.000xg zentrifugiert und der Überstand dekantiert. Anschließend wurde das Zellpellet in 
600µL Lysispuffer resuspendiert und für 3h bei 4°C im Überkopfschüttler lysiert. Nach 
abschließendem Zentrifugationsschritt wurde das Lysat in Kryoröhrchen in flüssigem 
Stickstoff schockgefroren. 
 
2.4.5. Pulldown mithilfe Protein A-gekoppelter Fc-Fusionsproteine 
 
Der pulldown aus Maushirnlysat oder Lysat von N2a- und COS7-Zellen mittels Protein A-
gekoppelter Fc-Fusionsproteine diente der Identifikation der exakten Bindungsstelle, sowie 
der Bestimmung der Bindungsaffinität zwischen den beteiligten Proteinen. Dem B-Puffer und 
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pulldown-Puffer wurde Kalzium zugesetzt, da die Bindung von Nrxn an DAG Kalzium-
abhängig ist (Sugita et al, 2001). 
 
Lösungen: B-Puffer (50mM Tris/HCl pH 7,5, 5mM CaCl2), pulldown-Puffer (100mM NaCl, 
50mM Tris/HCl pH 7,5, 5mM CaCl2) 
 
Die aus dem HEK tsA201-Medium isolierten Fc-Fusionsproteine wurden, wie im Punkt 2.4.3. 
beschrieben, an äquilibrierte SephA beads gebunden und dreimal mit B-Puffer gewaschen. 
Der Fusionsprotein-Komplex wurde dann für den pulldown von Nrxn, Nlgn oder DAG aus 
Maushirn- bzw. Zelllysat verwendet. Hierzu wurden die Lysate zunächst bei RT aufgetaut 
und in 15mL-Röhrchen überführt. Je Ansatz wurde eine identische Menge des Komplexes 
zum Lysat pipettiert und das 15mL-Röhrchen mit pulldown-Puffer aufgefüllt. Die 
Präzipitation erfolgte über Nacht bei 4°C im Überkopfschüttler. Am folgenden Tag wurde das 
Gemisch für 10min bei 4°C und 3.000xg zentrifugiert, der Überstand verworfen und die 
beads dreimal in pulldown-Puffer gewaschen.  
 
2.4.6. Behandlung von Proteinkomplexen mit Dithiothreitol (DTT) 
 
Die EGF-ähnlichen Domänen von Nrxn enthalten Disulfidbrücken, welche sich zwischen 
zwei Cyteinresten ausbilden und so die Proteinstruktur stabilisieren. In vorangegangenen 
Experimenten wurde gezeigt, dass diese Disulfidbrücken die Bindung von Nlgn1(+B) an die 
Kassette αLNS5-EGF3-LNS6 inhibieren können. Daher wurde die Kassette vor Nlgn-
Bindung mit DTT behandelt um die EGF3 zu denaturieren, ohne die Struktur der 
benachbarten LNS-Domänen zu beeinflussen. Die Bindung an Nlgn konnte so 
wiederhergestellt werden (Reissner et al, 2008). Um zu überprüfen ob Cysteinbrücken ebenso 
einen Einfluss auf die Bindung zwischen Fc-αDAG-Nrxn und Nlgn haben, wurde der 
Proteinkomplex vor dem pulldown mit 10mM DTT behandelt.  
 
Lösungen: DTT-Puffer (80mM NaCl, 50mM Tris/HCl pH7,5, 10mM DTT, 5mM CaCl2), 
Waschpuffer (80mM NaCl, 50mM Tris/HCl pH 7,5, 5mM CaCl2) 
 
Das Sepharose-Protein A gebundene Fusionsprotein wurde nach erfolgreicher Aufreinigung 
in DTT-Puffer für 1h bei 4°C, unter Rotation inkubiert. Im Anschluss wurde das Gemisch bei 
11.000xg und 4°C für 1min zentrifugiert, der Überstand abgenommen und die Protein A-
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gekoppelten Fusionsproteine durch dreimaliges Waschen von DTT-Rückständen befreit. Die 
reduzierten Proteine wurden dann für pulldown-Experimente eingesetzt. 
 
2.4.7. SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (Laemmli, 1970) 
 
Die Sodium Dodecyl Sulfat (SDS) Polyacrylamid-Gelelektrophorese (PAGE) nach Laemmli 
ermöglicht es einzelne Komponenten von Proteingemischen aufgrund ihrer 
elektrophoretischen Mobilität aufzutrennen. Dabei werden nicht-kovalente Bindungen durch 
das anionische Detergenz SDS gespalten, die Proteine denaturiert und mit einer negativen 
Ladung versehen. Die Auftrennung der Proteine im Polyacrylamidgel erfolgt dann 
entsprechend ihres Molekulargewichtes. 
 
Lösungen: 2x Probenpuffer (20% Glycerol, 4,6% SDS, 0,125M Tris pH 6,8, 5% 2-
Mercaptoethanol), 4x Sammelgelpuffer (0,5M Tris pH 6,8, 0,4% SDS), 4x Trenngelpuffer 
(1,5M Tris pH 8,8, 0,4% SDS), Acrylamid-Bisacrylamid (AMBA, 37,5:1), 10% 
Ammoniumpersulfat (APS), Tetramethylethylendiamin (TEMED), 10x Laufpuffer (30 g/L 
Tris, 144g/L Glycin, 10g/L SDS), Coomassie-Färbelösung (25% Isopropanol, 10% 
Essigsäure, 0,05% Coomassie Brilliant Blau), Entfärbelösung (10% Essigsäue), Isopropanol 
 
In Vorbereitung der Elektrophorese wurde zunächst ein Polyacrylamidgel gegossen. Dafür 
wurden zwei Glasplatten, die durch einen 0,75mm breiten Platzhalter getrennt wurden, in die 
dafür vorgesehene Halterung eingespannt. Die Komponenten des Trenngels wurden vermengt 
und mithilfe einer Stabpipette zwischen die Glasplatten gegossen. Für ein 10%iges Gel 
wurden 2,5mL dH2O, 1,5mL 4x Trenngelpuffer, 2mL AMBA, 17µL 10% APS und 8µL 
TEMED pipettiert. Abschließend wurde das Trenngel mit in dH2O gesättigtem n-Butanol 
überschichtet, um eine glatte Übergangsfläche zwischen Trenn- und Sammelgel zu schaffen. 
Nach Polymerisation wurde das n-Butanol entfernt, das Gel mit Wasser gewaschen und die 
Mischung für das Sammelgel auf das Trenngel gegeben. Ein Gelkamm wurde für die 
Taschenbildung zwischen den Glasplatten platziert. Das 3,75%ige Gel besaß folgende 
Komponenten: 1,25mL dH2O, 0,5mL Sammelgelpuffer, 250µL AMBA, 12µL APS, 5µL 
TEMED. Das polymerisierte Gel wurde in die Laufkammer eingespannt und diese mit 1x 
Laufpuffer befüllt. Die aufzutrennenden Proben wurden 1:1 mit 2x Probenpuffer versetzt und 
für 3min bei 99°C im Heizblock gekocht. Je 20µL der Proben wurden in eine Geltasche 
pipettiert. Die angelegte Spannung betrug 80V für das Sammelgel und 120V-400V für das 
Trenngel. Im Anschluss wurde das Gel in Coomassie-Lösung über Nacht gefärbt, und 
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anschließend mithilfe von 10% Essigsäure entfärbt oder für den Transfer der Proteine auf eine 
Nitrozellulose-Membran in ein Blot-Sandwich eingebaut.  
 
2.4.8. Transfer von Proteinen auf Nitrozellulose (Western Blot) und Ponceau-S Färbung 
(Renart et al, 1979) 
 
Die von Renart et al. 1979 erstmals beschriebene Methode des Western Blotting ermöglicht es 
im Polyacrylamidgel aufgetrennte Proteine auf eine Nitrozellulosemembran zu übertragen, 
um sie anschließend über eine Antikörper-Färbung nachzuweisen.  
 
Lösungen: 10x Transferpuffer (30g/L Tris, 144g/L Glycin, 20% Methanol), Ponceau-
Färbelösung (5% Essigsäure, 0,2% Ponceau-S) 
 
Das Gel wurde aus der Elektrophorese-Apparatur ausgebaut und für 5min in vorgekühltem 1x 
Transferpuffer unter Schütteln gewaschen. Der Zusammenbau des Blot-Sandwiches erfolgte 
in einer mit 1x Transferpuffer befüllten Plastikschale. Hierfür wurden die Blotbestandteile in 
nachstehender Reihenfolge in einer Transferkassette luftblasenfrei übereinander geschichtet: 
Transferschwamm, Whatman-Filterpapier, Gel, Nitrozellulose-Membran, Whatman-
Filterpapier, Transferschwamm. Das Blot-Sandwich wurde in der, mit 1x Transferpuffer 
befüllten, Transferkammer platziert. Das Blotten erfolgte bei 250mA und 4°C für 2h. Im 
Anschluss wurde das Sandwich auseinander genommen und die Membran, zum Nachweis der 
erfolgreichen Proteintransfers, mit Ponceau-Lösung gefärbt. Hierfür wurde die Membran für 
5min bei RT in Ponceau-Färbelösung geschüttelt und in Leitungswasser entfärbt bis klare rote 
Banden erkennbar waren. Zur Dokumentation wurde die Membran gescannt und das Bild mit 
Photoshop (CS4, Adobe Systems GmbH, München) nachbearbeitet.  
 
2.4.9. Nachweis gebundener Proteine mittels Antikörper-Färbung 
 
Lösungen: Block-Puffer (5% NGS, 5% Milchpulver, 0,05% Tween 20 in 1x PBS), PBS-
Tween (0,05% Tween 20 in 1x PBS), enhanced chemiluminescence (ECL)-Reagenz 
(Luminol-Reagenz, Peroxid-Lösung) 
 
Die Membran wurde zunächst in Block-Puffer für 30min bei RT vorinkubiert. Anschließend 
wurde der in Block-Puffer verdünnte Primärantikörper auf die Membran gegeben und unter 
Schütteln bei 4°C über Nacht gebunden. Nach dreimaligem Waschen der Membran in PBS-
Tween für je 5min erfolgte die Inkubation unter Schütteln für 1h bei RT mit dem in Block-
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Puffer 1:5000 verdünnten Sekundärantikörper. Die Membran wurde im Anschluss 3x für je 
10min in PBS-Tween gewaschen. Luminol-Reagenz und Peroxid-Lösung wurden zu gleichen 
Teilen gemischt, auf RT vorgewärmt und für 5min auf die Membran gegeben. Die an den 
sekundären Antikörper gekoppelte Meerrettich-Peroxidase katalysiert die Oxidation des 
Luminols, welches beim Übergang zum Grundzustand Licht der Wellenlänge von 428nm 
emittiert. Die Signaldetektion erfolgte mithilfe einer CoolSNAP HQ2 Kamera (Photometrics, 
Tucson, USA) und der Software Gel-Pro Analyzer 6.0 (Media Cybernetics, Rockville, USA). 
Die Bildbearbeitung wurde mithilfe der Programme Adobe Photoshop und Adobe Illustrator 
(Adobe Systems GmbH, München) durchgeführt. 
 
2.4.10. Bestimmung der Proteinkonzentration nach Bradford  
 
Die Bradford-Methode dient der quantitativen Bestimmung von Proteinen in einer Probe über 
die photometrische Detektion der Bindung des Farbstoffes Coomassie-Brilliant-Blau. Die 
Proteinkonzentration wird über den Vergleich mit unterschiedlichen Konzentrationen des 
Proteins BSA ermittelt. 
 
Lösungen: Bradford-Reagenz, BSA (10mg/mL, 5mg/mL, 1mg/mL, 0,5mg/mL, 0,1mg/mL, 
0,05mg/mL in dH2O), Tris-Puffer (50mM Tris pH 7,5, 5mM CaCl2) 
 
Die Bradford-Reagenz wurde in dH2O im Verhältnis 1:5 verdünnt und filtriert. Im Anschluss 
wurden die BSA-Standards photometrisch quantifiziert und eine Standardreihe erstellt. Die 
Proteinprobe wurde in Tris-basiertem Puffer verdünnt und 1:50 mit Bradford-Reagenz 
versetzt. Als Leerwert wurde Tris-basierter Puffer im selben Verhältnis mit Bradford-Reagenz 
vermengt. Nach 5minütiger Inkubation wurde die Extinktion der Proben bei einer 
Wellenlänge von 595nm gemessen. Nach dem Lambert-Beer’schen Gesetz ergibt sich die 
Extinktion E, bei einer gegebenen Wellenlänge λ aus dem Quotienten der Intensität des 
eingestrahlten Lichtes I0 und der Intensität des transmittierten Lichtes I1. Mithilfe der 
Standardreihe wurde eine Standardgerade erstellt und die Proteinkonzentration der zu 
bestimmenden Proben abgelesen.  
 
2.5. Bioinformatische Methoden 
 
Die Modellierung der αNrxn-Komplexe und Nrxn-Einzeldomänen αLNS2 und αLNS6 für 
diese Arbeit wurde von Dr. Carsten Reissner durchgeführt. Er nutzte dafür die SwissProt-
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Einträge von DAG1_Mouse(Q62165), NRX1A_Rat(Q63372-7) und NXPH1_Rat(Q63366). 
Die vollständige C-terminale Domäne von Nxph wurde mithilfe der Struktur des Neurotoxin 
1 (PDB#1NTN) modelliert, welche ein dem Nxph identisches Cystein-Muster aufweist. Das 
Modell der N-terminalen Domäne von Nxph wurde unter Zuhilfenahme von PHYRE2 erstellt 
(www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2/). Beide Domänen wurden manuell verknüpft, über das 
Zuckerketten-Aufbau Programm GLYCAM (glycam.ccrc.uga.edu) glykosyliert und zu einem 
Nxph-LNS2-Komplex verbunden. PHYRE2 und eine Vorlage der deformierten Struktur 
(PDB#4A54) wurden verwendet um die Mucin-Region von αDAG zu modellieren, während 
die C-terminale Region über die bereits bekannte Struktur der N-terminalen Domäne 
(PDB#1U2C) modelliert wurde. Die Einzelkomponenten wurden manuell zusammen gesetzt 
und mit komplexen Zuckerketten mittels GLYCAM glykosyliert. αDAG wurde manuell an 
die bereits bekannte Nrxn1α-Struktur (PDB#3R05) angelagert. Im Vergleich dazu wurden 
Nlgn1- oder Nlgn2-Dimere anhand der Kristallisationsdaten von dimerem Nlgn1 und der 
αLNS6 (PDB#3B3Q) an Nrxn1α angelagert. Sämtliche Strukturen wurden mit PyMol 
(sourceforge.net/projects/pymol/) visualisiert. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
            Material und Methoden   
 56 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
___________________________________________________________________________ 
 57 
3. Ergebnisse 
 
Ziel der Arbeit war es, die Bindung zwischen Nrxn und DAG zu charakterisieren sowie die an 
der Bindung beteiligten Domänen zu identifizieren und die Bedeutung des Nrxn-DAG-
Komplexes innerhalb der bereits bekannten Komplexe von Nrxn und seinen Liganden, 
hinsichtlich der Wechselwirkung von DAG mit bekannten Nrxn-Bindungspartnern zu 
analysieren. Zunächst musste eine geeignete Methode entwickelt werden, mit deren Hilfe 
DAG aus Maushirn gebunden werden konnte, da die bisher häufig angewandte Methode des 
overlays zum Bindungsnachweis für die Durchführung einer Vielzahl von reproduzierbaren 
Mutationsstudien und die Untersuchung von Multikomplexen ungeeignet war. Mithilfe von 
Mutagenese-Experimenten wurden diejenigen Aminosäuren auf Nrxn- und DAG-Seite 
identifiziert, deren Mutation zu einem kompletten Bindungsverlust zwischen beiden Proteinen 
führt, um so essentielle an der Interaktion beteiligte Reste zu markieren. Weiterhin sollte die 
Qualität der Nrxn-DAG-Bindung charakterisiert und Unterschiede in der Bindung zu den 
bisher bekannten Liganden Nxph und Nlgn an den beteiligten Domänen herausgestellt 
werden. Der strukturelle Vergleich der Nrxn-DAG-Bindung mit der Laminin-DAG-
Interaktion stellte einen weiteren zentralen Aspekt der Untersuchungen dar. In einem weiteren 
Schritt wurden mögliche Komplexbildungen zwischen Nrxn mit seinen verschiedenen 
Liganden beleuchtet.  
 
3.1. Etablierung einer pulldown-Methode zur Durchführung von DAG Bindungsstudien 
 
Die Analyse von molekularen Interaktionen mit der pulldown-Methode ist eine häufig und 
erfolgreich angewandte Strategie in der Biochemie, die sich jedoch mit Bezug auf DAG als 
hochgradig nicht-trivial dargestellt hat. Sugita und Kollegen wiesen erstmals die Interaktion 
von rekombinant hergestellten Fc-Nrxn-Fusionsproteinen und DAG aus Maushirn mithilfe 
eines pulldowns nach (Sugita et al, 2001). Die von ihnen genutzte Methode zur Aufreinigung 
von DAG diente als Ausgangspunkt für die Experimente der vorliegenden Arbeit (siehe Punkt 
2., Material und Methoden). Im Gegensatz zu einer solchen pulldown-Strategie wurden in 
anderen Arbeiten bis heute überwiegend overlay-Studien zum Nachweis der Bindung 
zwischen DAG und seinen Liganden durchgeführt (Barresi et al, 2004; Ervasti & Campbell, 
1993; Inamori et al, 2012; Michele et al, 2002). 
 
Im Hirnlysat gibt es Immunglobuline, welche unspezifisch an Protein A binden und dadurch 
mögliche Bindungsstellen des Fc-markierten Zielproteins blockieren. Zudem stellt eine solche 
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unspezifische Bindung einen störenden Faktor bei der Signaldetektion dar, da 
Immunglobuline im SDS-Gel auf einer Höhe von 50kDa laufen und so den Nachweis von 
Proteinen mit derselben Laufhöhe behindern. Dies wollten Sugita und Kollegen durch einen 
vorangestellten Reinigungsprozess (preclear) mit „leeren“ Protein A-beads unterbinden 
(Sugita et al, 2001). Für die Evaluierung dieses preclears wurde von mir daher zunächst 
Herzlysat verwendet, da daraus eine weitaus größere Menge DAG gebunden werden konnte. 
Nach durchgeführtem preclear zeigte sich, dass bei gleichen Mengen eingesetzter wheat germ 
agglutinin (WGA)-beads 80% weniger DAG an die WGA-beads band als ohne preclear-
Aufreinigung (Abb. 4A, Spalten 2, 3, Abb. 4B). Aus diesem Grund wurde der preclear-
Schritt mit Protein A aus dem Protokoll entfernt.  
 
 
Abbildung 4: Die Durchführung eines preclears verringert die Menge gebundenen αDAGs an WGA.
(A) Das Herzlysat wurde einem preclear mithilfe von SephA-beads unterzogen. Anschließend wurde das 
Herzlysat mit WGA-beads versetzt um die im Lysat vorhandenen Glykoproteine zu akkumulieren. Das 
gebundene αDAG wurde mittels SDS-PAGE und Immunoblot, unter Verwendung des spezifischen αDAG-
Antikörpers VIA4-1, sichtbar gemacht. (B) Quantitative Analyse des gebundenen αDAGs aus Blot A mit 
ImageJ.  
 
Um in einem zweiten Schritt den Nutzen der Aufkonzentrierung von Glykoproteinen, wie 
αDAG, mittels WGA selbst zu untersuchen, wurde αDAG sowohl aus dem Eluat nach einer 
WGA-Bindung (Abb. 5A, Spalte 4) als auch direkt aus Hirnlysat (Abb. 5A, Spalte 1) mithilfe 
von Fc-Nrxn1α gebunden. Als Negativkontrolle diente jeweils nicht fusioniertes Fc-Protein 
(Abb. 5A, Spalte 3, ∆N17). Entgegen den Erwartungen wurde nach dem pulldown aus WGA-
Eluat über 80% weniger αDAG an Nrxn1α gebunden als ohne Vorreinigung mit WGA (Abb. 
5A, Spalten 2, 5, Abb. 5B). Da der überwiegende Teil der nativen Neurexin-bindenden DAGe 
aus Maushirn nicht an WGA band, wurde der Schritt der WGA-basierten Anreicherung 
ebenfalls aus dem pulldown-Protokoll entfernt.  
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Abbildung 5: Nach WGA-Aufkonzentrierung bindet weniger αDAG an Nrxn1α . 
(A) Identische Mengen WGA-beads wurden zum Hirnlysat nach Ultrazentrifugation gegeben und über Nacht 
inkubiert. Die WGA-beads wurden anschließend mit 0,3M N-Acetylglucosamin eluiert. Es wurde ein pulldown 
mit der immobilisierten, extrazellulären Domäne von Nrxn1α aus dem Eluat (Spalte 5) und dem Hirnlysat vor 
WGA (Spalte 2) durchgeführt. Gebundenes αDAG wurde über SDS-PAGE, Western-Blot und Immundetektion, 
mittels VIA4-1-Antikörper nachgewiesen. (B) Die Quantifizierung des gebundenen αDAGs aus (A) erfolgte mit 
ImageJ. 
 
Nach Eliminierung der Schritte des preclears und der WGA-Aufreinigung, wurden 
Bindungsstudien in dieser Arbeit nach dem in Abb. 6 aufgeführten Schema durchgeführt.  
 
 
3.2. αDAG bindet an die Domänen αLNS2 und αLNS6 von Nrxn1α  und an Nrxn1β  
 
Nrxn ist ein präsynaptisch verankertes Transmembran-Protein dessen extrazellulärer Anteil 
aus mehreren Einheiten besteht. Dabei handelt es sich um sechs LNS-Domänen, welche über 
Abbildung 6: Schematische Darstellung des 
pulldowns zur Bindung von DAG aus 
Maushirn. 
Im ersten Schritt der Homogenisation wurde das 
Maushirn zerkleinert und die Membran der Zellen 
aufgeschlossen. Im Anschluss an die Lyse mit 
Triton X-100 wurden Membran- und Zellkern-
Bestandteile mittels Ultrazentrifugation aus dem 
Lysat entfernt. Im pulldown mithilfe von Fc-
gekoppelten Neurexinvarianten wurde DAG aus 
dem Lysat gebunden. Die entstandenen DAG-
Komplexe wurden mittels SDS-PAGE 
aufgetrennt, auf eine Nitrozellulose-Membran 
übertragen und durch spezifische 
Antikörperfärbung sichtbar gemacht. 
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drei zwischengelagerte EGF-ähnliche Domänen in Kassetten unterteilt werden. Alle bisher 
identifizierten Liganden des Nrxn1α binden an zwei distinkte Domänen, die αLNS2 und 
αLNS6. Da αDAG, wie bereits vermutet, sowohl an die αLNS2 als auch an die αLNS6 
bindet (Sugita et al, 2001), die Bindung an die βLNS von Nrxn1β jedoch aufgrund 
widersprüchlicher Daten (Boucard et al, 2005; Sugita et al, 2001) noch nicht eindeutig 
verifiziert werden konnte, sollten hier zunächst die einzelnen Domänen von Nrxn1α sowie die 
kompletten extrazellulären Domänen von Nrxn1α und Nrxn1β auf eine Bindung an 
endogenes αDAG untersucht werden.  
 
Die experimentelle Ermittlung der mit DAG interagierenden Domänen von Nrxn diente zum 
einen der Etablierung des neuen pulldown-Protokolls und zum anderen der genauen 
Kartierung der Bindungsepitope auf den an der Bindung beteiligten LNS-Domänen von 
Nrxn1α. Für die Bindungsstudien wurden die Nrxn1α-Einzeldomänen (αLNS1, αLNS2, 
αLNS3, αLNS4, αLNS5, αLNS6) und Kassetten (αLNS1-EGF1-LNS2, αLNS3-EGF2-
LNS4, αLNS5-EGF3-LNS6) sowie die vollständigen extrazellulären Domänen des Nrxn1α 
und Nrxn1β an das Fc-Fragment des humanen IgG gebunden. Die vollständige extrazelluläre 
Domäne von Nrxn1α wurde mit splice insert an der splice-Stelle 4 (+SS4) verwendet, um 
eine effiziente Ausbeute an endogenem αDAG zu erhalten. In der αLNS2 von Nrxn1α befand 
sich demzufolge kein insert an der SS2 um die αDAG-Bindung hier zu ermöglichen. Aus 
Abb. 7 ist ersichtlich, dass Nlgn nicht an Nrxn1α bindet, während eine αDAG-Bindung 
detektiert wurde. Die Einzeldomänen αLNS2 und αLNS6 wurden ohne splice insert 
verwendet (-SS2, -SS4), während die LNS4 ein insert an der splice-Stelle 3 enthielt (+SS3). 
Die Kassette αLNS1-EGF1-LNS2 wurde -SS2, die Kassette αLNS3-EGF2-LNS4 +SS3 und 
die Kassette αLNS5-EGF3-LNS6 +SS4 verwendet. Die extrazelluläre Domäne von Nrxn1β 
enthielt kein splice insert an der splice-Stelle 4 (-SS4). Anhand der veröffentlichten 
Kristallstrukturen der αLNS2 (Sheckler et al, 2006), αLNS4 (Shen et al, 2008) und αLNS6 
(Rudenko et al, 1999) konnten in dieser Arbeit die exakten Grenzen der einzelnen LNS-
Domänen und Kassetten beim Klonierungsprozess beachtet und einbezogen werden. Die Fc-
Fusionsproteine der Einzeldomänen und Kassetten wurden in HEK-tsA201 Zellen exprimiert, 
gereinigt, an Protein A gebunden und anschießend für den pulldown endogenen DAGs aus 
Hirnlysat verwendet. Das Ergebnis ist in Abbildung 7 dargestellt.  
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Abbildung 7: αDAG bindet an die αLNS2, αLNS6, die Kassette αLNS1-EGF1-LNS2 sowie Nrxn1α  und 
Nrxn1β . 
Pulldown von endogenem αDAG, βDAG und Nlgn1 aus Maushirnlysat durch Fc-gebundene extrazelluläre 
Domänen von Nrxn1α (Spalte 3) und Nrxn1β (Spalte 13), Fc-gebundene Kassetten LNS1-EGF1-LNS2 (Spalte 
5), LNS3-EGF2-LNS4 (Spalte 8) und LNS5-EGF3-LNS6 (Spalte 11) und die Fc-gekoppelten Einzeldomänen 
LNS1 (Spalte 4), LNS2 (Spalte 6), LNS3 (Spalte 7), LNS4 (Spalte 9), LNS5 (Spalte 10) und LNS6 (Spalte 12) 
von Nrxn1α. Der Nachweis der gebundenen Proteine erfolgte über SDS-PAGE, Western-Blot und 
Immundetektion mithilfe der spezifischen Antikörper gegen αDAG (VIA4-1, Millipore, Zeile 1), βDAG 
(Abcam, Zeile 2) und Nlgn1 (4C12, Synaptic Systems, Zeile 3). Als Kontrolle diente hier und in allen anderen 
Blots der leere ΔN17-Vektor. 
 
Es zeigte sich eine distinkte Bindung von αDAG an die Einzeldomänen αLNS2 und αLNS6 
(Abb. 7, obere Zeile, Spalten 6, 12), während die Domänen αLNS1, αLNS3, αLNS4 und 
αLNS5 kein αDAG banden (Abb. 7, obere Zeile, Spalten 4, 7, 9, 10). Die vollständigen 
extrazellulären Domänen von Nrxn1α und Nrxn1β banden αDAG, wobei die Bindung an 
Nrxn1α im Vergleich eine geringere Ausbeute zeigte (Abb. 7, obere Zeile, Spalten 3, 13). Für 
αDAG konnte gezeigt werden, dass die Kassette αLNS5-EGF3-LNS6 eine Konformation 
aufweist, die bei Vorhandensein eines inserts in der SS4 eine Bindung verhindert (Abb. 7, 
obere Zeile, Spalte 11). In gleicher Weise wurden die anderen zwei Kassetten untersucht. Die 
Kassette αLNS3-EGF2-LNS4 zeigt mit und ohne SS3 eine kompakte Domänenanordnung 
(Chen et al, 2011). Überraschenderweise konnte für diese Kassette eine Bindung von βDAG 
nachgewiesen werden (Abb. 7, mittlere Zeile, Spalte 8). βDAG bindet dabei unverändert gut 
sowohl an die αLNS4 (+SS3) Einzeldomäne, als auch an die αLNS3-EGF2-LNS4 (+SS3) 
Kassette (Abb. 7, mittlere Zeile, Spalten 8, 9). Dem gegenüber ist die Kassette αLNS1-EGF1-
LNS2 scheinbar so flexibel konformiert (Comoletti et al, 2010), dass αLNS1 und αLNS2 wie 
Einzeldomänen reagieren können. Interessanterweise können Nrxn1α und αLNS2 kein 
endogenes βDAG aus Hirnlysat anreichern (Abb. 7, mittlere Zeile, Spalten 3, 6), während 
dies mit rekombinantem βDAG aus HEK tsA201- und N2a-Zellen problemlos gelingt (Abb. 
8). Aufgrund ausreichender Mengen rekombinanten Proteins scheint βDAG über die 
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Assoziation mit αDAG gebunden zu werden, während endogenes βDAG nur mit 
ausreichenden Mengen an αLNS4 effizient angereichert werden kann (Abb. 7, mittlere Zeile, 
Spalte 9). Wie neuere Untersuchungen zeigen, sind α- und βDAG auch einzeln funktionell 
und vermutlich nicht permanent als Komplex vorhanden (Satz et al, 2010). Die Bindung von 
Nlgn1 wurde zur Überprüfung der Funktionalität der verwendeten Konstrukte nachgewiesen. 
Nlgn1 band an die αLNS6 Einzeldomäne und an Nrxn1β (Abb. 7, untere Zeile, Spalten 12, 
13). Die Bindung von Nlgn1 an Nrxn1α und die Kassette αLNS5-EGF3-LNS6 konnte nicht 
gezeigt werden, da die Konformation der hier verwendeten Konstrukte eine Bindung 
endogenen Nlgns aus Hirnlysat verhindert (Reissner et al, 2008; Tanaka et al, 2011), die 
Interaktion mit rekombinantem Nlgn aus COS7-Lysat jedoch ermöglicht, wie später gezeigt 
wird. Die hier erhaltenen Daten der Bindung von αDAG an Nrxn1α sind übereinstimmend mit 
den bereits veröffentlichten Bindungsstudien zwischen Nrxn1α und αDAG (Sugita et al, 
2001) sowie Nrxn1α und Nlgn1 (Boucard et al, 2005 Ichtchenko, 1995, 7736595, Ichtchenko, 
1996, 8576240). Die bisher nicht konsistent nachgewiesene Interaktion von αDAG und 
Nrxn1β konnte hier eindeutig verifiziert werden (Abb. 7, obere Zeile, Spalte 13).  
 
 
Abbildung 8: Die αLNS2 bindet endogenes α- und βDAG aus N2a- und HEK tsA201-Zellen.
Pulldown von rekombinantem αDAG und βDAG aus N2a- (Spalte 1) und HEK- (Spalte 4) Zelllysat mit der 
immobilisierten LNS2 von Nrxn1α. Gebundenes α- und βDAG wurde mittels SDS-PAGE aufgetrennt, auf eine 
Nitrozellulose-Membran übertragen und über Immundetektion mit den spezifischen Antikörpern anti-αDAG 
(VIA4-1) und anti-βDAG nachgewiesen.  
 
Die Ergebnisse bestätigen die Bindung von αDAG an die αLNS2 und αLNS6 und zeigen 
zwei Interaktionsstellen des Nrxn-Liganden αDAG auf Nrxn1α auf. Diese besondere 
Fähigkeit von αDAG mit zwei distinkten Domänen des präsynaptisch verankerten Proteins 
Nrxn1α zu interagieren, sollte in den folgenden Experimenten näher beleuchtet werden. Da 
für die weiterführenden Bindungsstudien eine große Menge endogenen DAGs benötigt 
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werden würde, sollte zunächst eine alternative Quelle für größere Mengen endogenen DAGs 
gefunden werden. 
 
3.3. Die Zelllinie N2a ist eine Quelle für endogenes Dystroglycan 
 
Als eine zum Maushirn alternative Quelle endogenen DAGs wurde die Zelllinie N2a in 
Betracht gezogen. Dabei handelt es sich um eine murine Neuroblastom-Linie mit Neuronen-
ähnlichem Phänotyp, die erstmals von Klebe und Ruddle 1969 beschrieben wurde. αDAG aus 
N2a-Zellen könnte, aufgrund des Ursprungs dieser Zellen aus undifferenzierten Neuroblasten, 
Eigenschaften ähnlich denen des DAGs aus Maushirn aufweisen. In diesem Versuch sollte die 
Bindungsfähigkeit des endogenen αDAG aus N2a-Zellen an rekombinant hergestelltes Nrxn 
getestet werden.  
 
 
Abbildung 9: Endogenes αDAG aus N2a bindet an rekombinante Nrxn-Konstrukte. 
Pulldown endogenen αDAGs aus N2a-Lysat (Spalte 1) mithilfe der Fc-gebundenen, extrazellulären Domänen 
von Nrxn1α (Spalte 3) und Nrxn1β (Spalte 6) sowie den Fc-Gekoppelten Einzeldomänen LNS2 (Spalte 4) und 
LNS6 (Spalte 5). Nachweis gebundenen DAGs nach SDS-PAGE und Western-Blot mit dem spezifischen 
Antikörper VIA4-1.  
 
Die hier genutzten, rekombinant hergestellten Konstrukte entsprachen hinsichtlich der splice 
inserts den Konstrukten aus Punkt 2. Die in Abb. 9 dargestellten Ergebnisse des pulldowns 
zeigen eine Bindung von αDAG an die Nrxn-Domänen αLNS2 und αLNS6 sowie an die 
vollständigen extrazellulären Bereiche des Nrxn1α und Nrxn1β. Dies entspricht dem 
Bindungsmuster von αDAG aus Maushirn (Abb. 7). In zusätzlichen Experimenten konnte 
ebenso die Bindung von βDAG mithilfe der αLNS2 aus N2a-Zellysat gezeigt werden (siehe 
Abb. 8). Demzufolge konnte das in N2a-Zellen exprimierte endogene αDAG für die 
Durchführung weitergehender Bindungsstudien verwendet werden.  
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3.4. Kartierung der Bindungsstelle von αDAG auf der αLNS2 
 
αDAG bindet, wie im Punkt 2 gezeigt, an zwei distinkte Domänen von Nrxn1α, die αLNS2 
und αLNS6. Während die αLNS6 und ihre Liganden bereits eingehend beschrieben wurden, 
ist über die αLNS2 bisher wenig bekannt. Die Auflösung der Kristallstruktur der αLNS2 
bovinen Ursprungs durch Sheckler et al. (2006) klärte die Koordination eines Kalzium-Ions 
an der Oberfläche der αLNS2-Domäne und identifizierte die an der Kalzium-abhängigen 
Liganden-Bindung beteiligten Aminosäurereste. Die Kristallstruktur offenbarte weiterhin den 
Aufbau der αLNS Domäne aus 13 β-Faltblättern und 1 α-Helix, welche die Konformation 
eines β-Sandwichs annehmen. Die einzelnen β-Faltblätter sind über nicht konservierte 
Schleifen miteinander verbunden, welche Insertionsstellen für zusätzliche 
Aminosäuresequenzen enthalten können. Da die Schleifenlängen und Sequenzen in der Nähe 
der Kalziumbindungsstelle für jede LNS Domäne charakteristisch sind, wurden sie 
„hypervariable Region“ getauft (Rudenko et al, 2001). Bereits Sugita et al. beschrieben die 
Kalzium- und splice-Abhängigkeit der αDAG-Bindung an die Domänen αLNS2 und αLNS6 
mit der Beobachtung, dass eine Interaktion mit αDAG ausschließlich an der LNS-Variante 
ohne insert stattfinden kann (Sugita et al, 2001). Nxph1 und Nxph3 wurden als weitere 
Bindungspartner der αLNS2 identifiziert. Sie binden, im Gegensatz zu αDAG, Kalzium-
unabhängig und unbeeinflusst vom Vorhandensein eines splice inserts an die αLNS2 (Missler 
et al, 1998b; Missler & Südhof, 1998a). Die Bindungsstelle von Nxph1 auf der αLNS2 wurde 
kürzlich identifiziert (Dissertation M. Klose, 2010). Im vorliegenden Experiment sollte die 
exakte Bindungsstelle des Glykoproteins αDAG auf der zweiten LNS-Domäne von Nrxn1α 
identifiziert werden. Die Nxph1-Bindung wurde hier der αDAG-Bindung auf der αLNS2 
gegenüber gestellt, um die Funktionalität der genutzten LNS2-Mutanten zu demonstrieren.  
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Abbildung 10: Die αDAG-Bindung auf der αLNS2 ist Kalzium-abhängig und benötigt hydrophobe Reste. 
Pulldown endogenen αDAGs aus Maushirn (Spalte 1) mithilfe der immobilisierten LNS2 (Spalte 3) und ebenso 
immobilisierten LNS2-Mutanten (Spalten 4-30). Die Einführung der Mutationen in die LNS2 erfolgte über eine 
QuikChange®. Die Fc-gekoppelten LNS2-Mutanten wurden in HEK-tsA201 exprimiert und aus dem HEK-
Medium aufgereinigt. Gebundenes αDAG (Zeilen 1, 3) und Nxph1 (Zeilen 2, 4) wurde über eine SDS-PAGE 
separiert, auf eine Nitrozellulose-Membran übertragen und mithilfe der spezifischen Antikörper anti-αDAG 
(VIA4-1) und anti-Nxph1 (lopp99) sichtbar gemacht.  
 
Die Bindungsstudie wurde mit Fc-gekoppelten LNS2-Mutanten aus Maushirnlysat 
durchgeführt. Die Mutation der potentiell für die αDAG-Bindung infrage kommenden Reste 
auf der Oberfläche der αLNS2 erfolgte unter Beachtung der jeweiligen Ladung, sowie 
prosthetischer und sterischer Gruppen, die an der Interaktion beteiligt sein könnten. Die zu 
mutierenden Reste wurden anhand der gelösten Kristallstruktur bestimmt. Daher wurden 
zunächst die Reste in der Umgebung der Kalzium-Bindungsstelle einem sogenannten 
„Alanin-Scan“ unterzogen. Dabei wurden die funktionellen Seitenketten der einzelnen 
Aminosäuren eliminiert und durch eine Methylgruppe ersetzt, welche die Eigenschaften der 
Hauptkettenpeptidgeometrie nicht beeinträchtigen sollte. Wie aus Abb. 10 ersichtlich, 
bewirkte die Mutation des direkt an der Kalzium-Koordination beteiligten Restes D329 zu 
Alanin, und die damit durchgeführte Eliminierung der Kalzium-bindenden sauren Seitenkette, 
einen Verlust der αDAG-Bindung (Abb. 10, oberer Blot, Spalte 8). Eine Umwandlung von 
G416 in Alanin unterband ebenso die Bindung von αDAG (Abb. 10, unterer Blot, Spalte 23). 
G416 stellt denjenigen Rest dar, welcher die Kalzium-Koordination der αLNS2 von der 
αLNS6 unterscheidet. Es wurde gezeigt, dass die αLNS2 Kalzium an einer identischen 
Position wie die αLNS6 koordiniert (Sheckler et al, 2006). Während jedoch die Reste D329, 
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L346 und M414 konserviert sind zwischen den Domänen, ist der vierte an der Kalzium-
Koordination der αLNS6 beteiligte Rest (N1284) auf der αLNS2 durch das G416 ersetzt, 
welches hier nicht in die Koordination des zweiwertigen Ions involviert ist. Die Kalzium-
Komplexierung auf der αLNS2 wird von den drei Resten D329, L346 und M414 und drei 
Wassermolekülen übernommen (Reissner et al, 2008; Sheckler et al, 2006). Eine Mutation 
des G416 zu Asparagin, dem Kalzium-koordinierenden Rest der αLNS6, zeigte eine 
unverändert starke Bindung von αDAG (Abb. 10, unterer Blot, Spalte 24). Die Alanin-
Überführung eines weiteren, sich in der Kalzium-Bindungstasche der αLNS2 befindlichen 
Glycins (G347), unterband die Interaktion mit αDAG vollständig (Abb. 10, oberer Blot, 
Spalte 9). Die Mutation einer Reihe von Serinen, die sich in der mittelbaren Umgebung der 
Kalzium-Koordinationsstelle befinden (S304, S305, S327, S348) und durch ihre exponierte 
Lage an der Domänenoberfläche potentiell für eine Ligandenbindung in Frage kämen, zu 
Alanin, beeinflusste die Bindung von αDAG an die αLNS2 nicht (Abb. 10, oberer Blot, 
Spalten 5, 7, 10). Überraschenderweise konnte weiterhin das Y412 als ein an der Bindung 
beteiligter Rest identifiziert werden (Abb. 10, unterer Blot, Spalte 19). Tyrosin ist ein 
potentielles Substrat für eine Tyrosinkinase und damit für den Vorgang der Phosphorylierung. 
Die ringständige Hydroxylgruppe von Tyrosin konnte durch die Mutation zu Phenylalanin 
eliminiert werden, ohne eine Auswirkung auf die αDAG-Bindung zu zeigen (Abb. 10, unterer 
Blot, Spalte 20). Die Hydroxylgruppe ist somit für die αDAG-Interaktion nicht essentiell. Da 
die Alanin-Mutation des Y412 die αDAG-Bindung jedoch verhindert, scheint der hydrophobe 
Phenylring für die DAG-Interaktion benötigt zu werden. Zusammenfassend sind demnach die 
Kalzium-koordinierenden Reste D329 und G416 sowie die sich in der Umgebung der 
Kalzium-Bindungsstelle befindenden Reste G347 und Y412 auf Nrxn-Seite an der Bindung 
von αDAG an die αLNS2 beteiligt. Eine Übersicht der bei der Bindung involvierten Reste 
zeigt das Strukturmodell in Abb. 11A. Aus den Blots in Abb. 10 ist weiterhin ersichtlich, dass 
die Bindungsstellen der Moleküle αDAG und Nxph1 auf der αLNS2 nicht überlappen, da 
Mutationen, welche die Bindung von Nxph1 an die αLNS2 verhindern, noch in der Lage sind 
αDAG zu binden und umgekehrt. Die Modellstruktur in Abb. 11B veranschaulicht die 
distinkte Lage der Bindungsepitope beider αLNS2-Liganden. Während sich die 
Bindungsstelle für αDAG (pink) in der Umgebung der Kalzium-Koordination der αLNS2 
befindet, bindet Nxph1 an einen β-Strang der αLNS2-Domänen (dunkelblau, Abb. 11B). 
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Abbildung 11: Die αDAG-Bindungsstelle befindet sich in der Umgebung der Kalzium-Koordination und 
unterscheidet sich von der Nxph1-Bindungsstelle auf der αLNS2. (A) Strukturmodell der Oberfläche der 
LNS2 von Nrxn1α (grau), erstellt anhand der bekannten Kristallstrukturdaten (Sheckler et al, 2006). An der 
αDAG-Bindung beteiligte Reste sind in pink gekennzeichnet. Alle nicht an der αDAG-Bindung beteiligten, 
getesteten Reste auf der LNS2-Oberfläche sind hellblau eingefärbt. (B) Modell der LNS2-Struktur mit 
gekennzeichneter αDAG-Bindungsstelle (pink) in der Umgebung der Kalzium-Mulde und Nxph1-
Bindungsstelle (dunkelblau) am β10-Faltblatt. Getestete Reste ohne Beteiligung an αDAG- und Nxph1-Bindung 
sind hellblau eingefärbt.  
 
 
3.5. Nxph1 und αDAG konkurrieren um die Bindung auf der αLNS2 
 
Wie im vorangegangenen Abschnitt gezeigt, binden sowohl αDAG als auch Nxph1 an die 
αLNS2. Beide Moleküle unterscheiden sich jedoch hinsichtlich ihrer Bindungseigenschaften. 
Während Nxph1 Kalzium-unabhängig und unbeeinflusst vom Vorhandensein eines inserts in 
der SS2 an die zweite LNS-Domäne von Nrxn1α bindet (Missler et al, 1998b; Missler & 
Südhof, 1998b), ist die Interaktion von αDAG Kalzium-abhängig und benötigt eine insert-
freie αLNS2 (Sugita et al, 2001). Die in dieser Arbeit identifizierte αDAG Interaktionsstelle 
auf der αLNS2 unterscheidet sich grundlegend von der Nxph1-Bindungsstelle (siehe Punkt 
3.4., Abb. 10 und 11). Aufgrund dieser unterschiedlichen Bindungsstellen und Charakteristika 
gibt es theoretisch die Möglichkeit der gleichzeitigen Bindung beider Proteine an die αLNS2-
Domäne.  
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Abbildung 12: Nxph1 und αDAG konkurrieren um die Bindung an der αLNS2. 
Pulldown endogenen αDAGs aus N2a-Zellen (Spalte 1) mithilfe Fc-gekoppelter Komplexe aus ko-transfiziertem 
Nxph1 und der extrazellulären Domäne von Nrxn1α (Spalte 6) oder der Einzeldomäne LNS2 (Spalte 8). 
Zusätzlich wurde ein pulldown mit dem Komplex aus deglykosyliertem Nxph1 (Nxph1-3xND) und der 
extrazellulären Domäne von Nrxn1α (Spalte 7) durchgeführt. Die extrazelluläre Domäne von Nrxn1α wurde mit 
insert in der SS4 verwendet. Der Nachweis gebundenen αDAGs erfolgte mittels SDS-PAGE, Western-Blot und 
Immundetektion mit dem spezifischen αDAG-Antikörper VIA4-1.  
 
Um diesen Punkt näher zu beleuchten, wurde Fc-gekoppeltes, reifes Nxph1 mit löslichem 
Nrxn1α in HEK-tsA201 Zellen ko-exprimiert und der erhaltene Komplex anschließend für 
einen pulldown von αDAG aus N2a-Zellen verwendet. Das lösliche Nrxn1α wurde +SS4 
eingesetzt, da die LNS6 mit insert an der SS4 eine Konformation einnimmt, die die 
Interaktion mit αDAG an dieser Domäne verhindert (siehe Punkt 3.2.). Demzufolge war die 
αDAG-Bindung ausschließlich an der αLNS2 von Nrxn1α möglich. Während αDAG an die 
Einzelkonstrukte Nrxn1α (Abb. 12, Spalte 3) und αLNS2 (Abb. 12, Spalte 4) band, konnte 
keine Bindung dieses Glykoproteins an die Komplexe Nxph1-Nrxn1α (Abb. 12, Spalte 6) und 
Nxph1-αLNS2 (Abb. 12, Spalte 8) detektiert werden. Nach Analyse dieses Ergebnisses und 
näherer Betrachtung des strukturellen Aufbaus von Nxph1 entstand die Idee, dass eine 
sterische Behinderung durch Zuckerketten an der Oberfläche des Nxph1-Moleküls die 
Komplexbildung mit αDAG blockieren könnte. Das αLNS2-Modell in Abb. 13 demonstriert 
eine mögliche Konformation durch die eine sterische Inhibition hervorgerufen werden könnte.  
 
            Ergebnisse   
 69 
 
 
Nxph ist ein Glykoprotein, und besitzt als solches drei N-Glykosylierungsstellen (Missler & 
Südhof, 1998b). Da die an diese Glykosylierungsstellen angefügten Zuckerreste die Bindung 
an αDAG verhindern könnten, wurden die drei Asparagin-Reste zu Aspartat mutiert (Fc-
Nxph1-3xND). Diese Nxph-Glykosylierungsmutante wurde dann in HEK-tsA201 mit 
löslichem Nrxn1α ko-exprimiert und für den pulldown von αDAG aus N2a eingesetzt. Der 
pulldown mit dem Komplex aus Nrxn1α und deglykosyliertem Nxph1 führte jedoch weiterhin 
zu keiner nachweisbaren αDAG-Bindung (Abb. 12, Spalte 7). Dieses Ergebnis macht 
deutlich, dass die N-verknüpften Zuckerketten des Nxph1-Moleküls für die unterbundene 
Interaktion mit αDAG nicht ursächlich sind, und ein anderer Mechanismus einer sterischen 
Inhibition zu Grunde liegen könnte. Möglich wäre eine Raumforderung durch Nxph1, die eine 
Annäherung von αDAG und eine Bindung der durch LARGE angehängten Zuckerreste an die 
αLNS2 verhindert.  
 
3.6. αDAG und Nxph1 binden simultan an Nrxn1α  
 
Eine gleichzeitige Bindung von αDAG und Nxph1 an die αLNS2 konnte nicht nachgewiesen 
werden (Punkt 3.5.). Da αDAG aber, wie gezeigt, mit der αLNS6 noch eine zweite 
Bindungsstelle auf Nrxn1α besitzt, sollte im Folgenden getestet werden, ob es einen Tripel-
Komplex gibt, bei dem Nxph1 an die αLNS2 und αDAG an die αLNS6 bindet. Für die 
Umsetzung dieses Vorhabens wurde Fc-Nxph mit der extrazellulären Domäne von Nrxn1α 
ko-exprimiert. Das verwendete Nrxn1α wies weder in der SS2 noch in der SS4 ein insert auf 
Abbildung 13: Modell der sterischen 
Inhibition einer simultanen Bindung von 
αDAG und Nxph1 an die αLNS2. Modell 
der LNS2-Oberfläche, wie in Abb. 11A. 
(grau). Kennzeichnung der an der αDAG-
Interaktion beteiligten Reste in pink und der 
an der Nxph1-Bindung beteiligten Reste in 
dunkelblau. Die C-terminale Domäne von 
Nxph1 ist rot, die N-terminale Domäne grün 
dargestellt. N-verknüpfte Zucker von Nxph1 
sind hellgrün eingefärbt.  
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und ermöglichte so die Bindung von Nxph1 an die αLNS2 und αDAG an die αLNS6. Der 
gereinigte Nxph-Nrxn1α-Komplex wurde für einen pulldown von HA-markiertem, 
rekombinanten αDAG eingesetzt. Für die Herstellung des αDAG-HA wurde eine HA-
Markierung, gefolgt von einem Stop-Codon, mithilfe einer QuikChange®-PCR hinter die 
Sequenz des extrazellulären αDAG im vollständigen αβDAG (erhalten von T. Südhof) 
eingefügt. Das lösliche αDAG-HA wurde dann in COS7-Zellen exprimiert. Ein Komplex aus 
Fc-Nxph1 und Nrxn1α (-SS2, +SS4) wurde verwendet, um zu testen, ob eine Kompetition 
von αDAG und Nxph1 ebenso an Nrxn1α stattfindet. Weiterhin sollte analysiert werden, 
welchen Einfluss das insert in der SS4 auf die Komplexbildung hat.  
 
 
Abbildung 14: Nxph1, Nrxn1α  und αDAG bilden einen Dreifach-Komplex. 
Pulldown von rekombinant in COS7-Zellen hergestelltem αDAG-HA (Zeile 1, Spalte 1) mit den Komplexen aus 
immobilisiertem Nxph1, ko-transfiziert mit der extrazellulären Sequenz von Nrxn1α mit (Spalte 4) und ohne 
(Spalte 5) insert in der SS4. Als Positivkontrolle diente die immobilisierte extrazelluläre Sequenz von Nrxn1α 
(Spalte 3). Nachweis des gebundenen αDAG-HAs (Zeile 1) und der eingesetzten Ausgangskonstrukte Nrxn1α 
(Zeile 2) und Nxph1 (Zeile 3) über SDS-PAGE, Western-Blot und Immundetektion mittels der spezifischen 
Antikörper anti-HA (16B12), anti-Nrxn (A473) und anti Nxph (loop99).  
 
Im vorangegangenen Experiment wurde gezeigt, dass αDAG und Nxph1 nicht gleichzeitig an 
die αLNS2 binden können (Abb. 12, Spalte 8). αDAG und Nxph1 binden ebenfalls nicht 
gemeinsam an Nrxn1α, wenn durch das Vorhandensein eines inserts in der SS4 die Bindung 
von αDAG an die αLNS6 blockiert ist und nur die αLNS2 als Bindungsdomäne genutzt 
werden kann (Abb. 12, Spalte 6 und Abb. 14, obere Zeile, Spalte 4). Besitzt die αLNS6 im 
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Nrxn1α kein splice insert und ist damit für die Bindung von αDAG verfügbar, so bindet 
αDAG (Abb. 14, obere Zeile, Spalte 5).  
 
 
 
Die Menge des gebundenen αDAG-HA an den Komplex aus Nxph1-Nrxn1α ohne insert in 
der SS4 (100%, Abb. 15) entsprach der gebundenen Menge von αDAG-HA an Nrxn1α mit 
insert in der SS4 (100%, Abb. 15). Das bedeutet, dass in etwa identische Mengen von αDAG-
HA an die αLNS2 des Nrxn1α (+SS4) und die αLNS6 des Nrxn1α (-SS4) gebunden wurden. 
Die Kontrolle zeigte keine Interaktion mit αDAG-HA (Abb. 14, obere Zeile, Spalte 2). Der 
Nachweis der eingesetzten Mengen von Fc-Nxph1 und Nrxn1α (-SS2,+/-SS4) ist in Abb. 14 
(mittlere und untere Zeile) dargestellt. Mit diesem Versuch konnte die Existenz des Dreifach-
Komplexes aus Nxph1, Nrxn1α und αDAG nachgewiesen und gezeigt werden, dass Nxph1 
die Bindung von αDAG an die αLNS6 nicht beeinflusst.  
 
3.7. Die αDAG- und Nlgn-Bindungsstellen auf der αLNS6 sind überlappend, aber 
differenzierbar  
 
3.7.1. αDAG bindet direkt an die αLNS6 
 
Als zweite mit αDAG interagierende Domäne von Nrxn1α wurde die αLNS6 identifiziert 
(siehe Punkt 3.2.). Da bekannt ist, dass sowohl Nlgn als auch αDAG (Punkt 3.2.) an die 
αLNS6 binden, sollte zunächst die Möglichkeit einer indirekten αDAG-Bindung über Nlgn 
überprüft werden. Um diesen Aspekt zu untersuchen, wurde rekombinantes Fc-αDAG 
verwendet und für den pulldown von ebenfalls rekombinant hergestelltem Nlgn1 (ohne splice 
Abbildung 15: Quantifizierung der 
αDAG-Interaktion mit den 
Komplexen Nxph1-Nrxn1α  (-SS2,+/-
SS4). 
Analyse des gebundenen αDAG-HAs an 
die immobilisierten Nxph-Nrxn1α-
Komplexe aus Abb. 14 (n=1). 
Quantitative Bestimmung mittels ImageJ 
und Darstellung über Excel.  
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insert B, ΔB) und Nlgn2 eingesetzt. Während Nlgn1 und Nlgn2 gleich gut an Nrxn1α (+SS4) 
banden (Abb. 16, Spalte 4), konnte keine Bindung an αDAG gezeigt werden (Abb. 16, Spalte 
3), so dass αDAG nicht indirekt über Nlgn, sondern direkt an die αLNS6 bindet. Dennoch 
konnte eine Beteiligung von Nlgn bei der Bindung von αDAG an die αLNS6 noch nicht 
ausgeschlossen werden. Aus diesem Grund wurden weiterführende, die Bindung 
charakterisierende und Mutagenese-Experimente durchgeführt.  
 
 
Abbildung 16: αDAG bindet nicht direkt an Nlgn.  
Pulldown von rekombinant in COS7-Zellen hergestelltem Nlgn1 (Zeile 1, Spalte 1) und Nlgn2 (Zeile 2, Spalte 1) 
mit rekombinantem, Fc-immobilisiertem αDAG (Spalte 3). Als Positivkontrolle dient die Fc-gekoppelte 
extrazelluläre Sequenz von Nrxn1α (Spalte 4). Der Nachweis des gebundenen Nlgns erfolgte, nach SDS-PAGE 
und Western-Blot, mittels der spezifischen Nlgn-Antikörper anti-Nlgn1 (4C12) und anti-Nlgn2. 
 
3.7.2. Die αDAG-αLNS6 Interaktion ist splice-abhängig 
 
Nachdem gezeigt wurde, dass αDAG aus Maushirn an die αLNS6 bindet und eine indirekte 
Assoziation über Nlgn ausgeschlossen wurde, sollte im Folgenden die splice-Abhängigkeit 
der Bindung von αDAG an die αLNS6 bestimmt werden. Weiterhin sollten die ermittelten 
Charakteristika mit der splice-Abhängigkeit der Nlgn-Bindung an der αLNS6 verglichen 
werden. Die αLNS6 ist strukturell der extrazellulären Domäne des Nrxn1β (βLNS) bis auf 
einen 37 Reste umfassenden N-terminalen Teil identisch (Missler & Südhof, 1998a). Die 
mRNA beider Domänen unterliegt dem posttranskriptionalen Prozess des alternativen 
splicens an der SS4 und führt so zur Produktion von jeweils zwei Isoformen (αLNS6 +/-SS4, 
βLNS +/-SS4; Missler & Südhof, 1998a). Hier wurde, unter Verwendung von Konstrukten 
mit exakt definierten Domänengrenzen, die Bindung von αDAG und Nlgn1 aus Maushirn und 
Zelllysat an die αLNS6- und βLNS-Domäne von Nrxn mit und ohne insert an der SS4 
getestet.  
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Abbildung 17: Die Bindung von αDAG an die αLNS6 und βLNS ist splice-abhängig. 
Pulldown von endogenem αDAG und Nlgn1 aus Maushirn (Spalte 1) sowie endogenem αDAG (Zeile 1, Spalte 
7) und rekombinantem Nlgn1 (Zeile 2, Spalte 7) aus Zelllysat. Für den pulldown wurde die rekombinante, Fc-
gekoppelte LNS6 von Nrxn1α mit (Spalten 4, 10) und ohne (Spalten 3, 9) splice-insert in der SS4 und die 
rekombinante, Fc-gebundene extrazelluläre Domäne von Nrxn1β mit (Spalten 6, 12) und ohne (Spalten 5, 11) 
splice-insert in der SS4 verwendet. Gebundenes αDAG und Nlgn1 wurde mittels SDS-PAGE aufgetrennt, auf 
eine Nitrozellulose-Membran übertragen und mittels spezifischer αDAG- (VIA4-1) und Nlgn1- (4C12) 
Antikörper nachgewiesen. 
 
Es zeigte sich, dass αLNS6 und βLNS ohne insert in der SS4 in der Lage waren αDAG aus 
Maushirn (Abb. 17, obere Zeile, Spalten 3, 5) und N2a-Lysat (Abb. 17, obere Zeile, Spalten 
9, 11) zu binden, während eine Bindung an die Domänen mit insert nicht stattfand (Abb. 17, 
obere Zeile, Spalten 4, 6 und 10, 12). Die splice-Abhängigkeit der Interaktion beider 
Domänen (αLNS6, βLNS) mit Nlgn1 wurde bereits eingehend beschrieben (Boucard et al, 
2005; Reissner et al, 2008). Danach bindet Nlgn1 sowohl mit als auch ohne insert an der 
splice-Stelle B (Nlgn+/-B) an sämtliche splice-Varianten der Domänen αLNS6 und βLNS. 
Während die Bindung von Nlgn1 (+A, +B) an die βLNS(+SS4) im pulldown nicht detektiert 
werden konnte, war die Bindung von Nlgn(-A, +B) an die βLNS(+SS4) sehr schwach 
nachweisbar (Boucard et al, 2005). Die Bindung von Nlgn1 an die βLNS(-SS4) war sowohl 
mit als auch ohne B-insert möglich (Boucard et al, 2005). In Affinitätsstudien konnte 
weiterhin gezeigt werden, dass die Interaktion von Nlgn1(-B) mit der βLNS(+SS4) eine mehr 
als zweifach höhere Dissoziationskonstante aufweist (Koehnke et al, 2010). Dies bedeutet, 
dass im Vergleich zur Bindung an die βLNS(-SS4) die Affinität der Bindung um den Faktor 2 
geringer ist und das Gleichgewicht auf Seiten der dissoziierten Komponenten liegt. Auch 
Comoletti et al. konnten in Oberflächen-Plasmon-Resonanz-Experimenten zeigen, dass 
Nlgn1(+B) mit zweifach höherer Affinität an die βLNS(-SS4), im Vergleich zur βLNS(+SS4) 
bindet (Comoletti et al, 2006). Diese Befunde konnten in Präzipitationsstudien von 
endogenem Nlgn1 aus Maushirn bestätigt werden. Hier wurde experimentell gezeigt, dass mit 
der βLNS ohne insert eine größere Menge Nlgn1 aus Maushirnlysat präzipitiert werden 
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konnte als mit der βLNS mit insert (Reissner et al, 2008). In dem hier durchgeführten 
pulldown aus Maushirn wurde, ausgehend von identischen Mengen eingesetzter 
Ausgangsstoffe, eine geringere Menge von Nlgn1 an die βLNS mit insert (Abb. 17, untere 
Zeile, Spalte 6) als an die βLNS ohne insert (Abb. 17, untere Zeile, Spalte 5) gebunden, was 
die bisherigen Berichte bestätigt. Weiterhin wurde im hier durchgeführten pulldown-
Experiment die Bindung von rekombinantem Nlgn1 an alle splice-Varianten der αLNS6 und 
βLNS bestätigt (Abb. 17, untere Zeile, Spalten 3-7 und 10-14). Folglich gibt es für die Nlgn-
Nrxn-Interaktion im pulldown-Versuch keine splice-Kombination, die eine Bindung 
verhindert, jedoch abschwächt, während die αDAG-Interaktion strikt reguliert, ausschließlich 
an den Domänen ohne splice-insert möglich ist.  
 
3.7.3. Kartierung der exakten Bindungsstelle von αDAG auf der αLNS6 
 
Auf der Suche nach einer Differenzierung in der Bindung von αDAG und Nlgn an die 
αLNS6 von Nrxn hat die im Abschnitt 3.7.2. ermittelte splice-Abhängigkeit eine erste 
Unterscheidung ermöglicht. Im Anschluss sollte nun festgestellt werden, ob es Reste auf der 
Oberfläche der αLNS6 gibt, welche splice-unabhängig eine Blockade der αDAG-Interaktion 
bewirken, während eine Nlgn-Bindung weiterhin erhalten bleibt. Einen ersten Ansatzpunkt 
für die Identifikation der αDAG-Bindungsstelle auf der αLNS6 bot die bereits beschriebene, 
Kalzium-abhängige Interaktion von αDAG mit der αLNS4-5 Einheit sowie der einzelnen 
αLNS4-Domäne von Laminin2α (Andac et al, 1999; Ervasti & Campbell, 1993; Gee et al, 
1993; Smalheiser, 1993; Talts et al, 1999). An der Bindung von αDAG an Laminin sind eine 
Reihe von Lysin-Resten beteiligt welche sich innerhalb eines größeren Gebietes basischer 
Reste an der Domänenoberfläche befinden (Hohenester et al, 1999; Tisi et al, 2000; 
Wizemann et al, 2003). Im Gegensatz dazu weist die αLNS6-Domänenoberfläche kein solch 
ausgedehntes Gebiet basischer Reste auf. Daher schien es sehr rätselhaft, über welche 
Aminosäurereste die Interaktion auf dieser Nrxn1α-Domäne vermittelt werden könnte. Da die 
Bindung von αDAG an Nrxn1α, ebenso wie die Bindung von Nlgn an Nrxn1α, Kalzium-
abhängig ist (Nguyen & Südhof, 1997; Reissner et al, 2008; Sugita et al, 2001), wurde analog 
der Untersuchung der αLNS2-Bindungsstelle, die Kalzium-Koordinationsstelle der αLNS6 
als Ausgangspunkt für die hier durchgeführten Bindungsstudien genutzt. Des Weiteren 
wurden die bereits identifizierten, an der Nlgn-βLNS-Interaktion beteiligten Reste, in die 
Betrachtung mit einbezogen (Reissner et al, 2008).  
            Ergebnisse   
 75 
 
Abbildung 18: Die Bindungsstelle von αDAG überlappt teilweise mit der Nlgn-Bindungsstelle auf der 
αLNS6. 
Immunoblot nach dem pulldown von endogenem αDAG (Zeile 1, Spalte 1) und Nlgn1 (Zeile 2, Spalte 1) aus 
Maushirnlysat mithilfe der rekombinant hergestellten, immobilisierten LNS6 von Nrxn1α (Spalte 3) und 
immobilisierter LNS6-Mutanten (Spalten 4-8). Gebundenes αDAG und Nlgn1 wurde, wie in Abb. 17 
beschrieben, nachgewiesen.  
 
Die Alanin-Mutation des sauren D1183 und die damit verbundene Eliminierung der Kalzium-
Koordination führte zum vollständigen Verlust der Bindung von αDAG und Nlgn1 (Abb. 18, 
Spalte 4). Ein weiterer an der Kalzium-Koordination beteiligter Rest (N1284) wurde in 
vorhergehenden Nlgn-Bindungsstudien ermittelt und bereits beschrieben (Reissner et al, 
2008). Die Oberflächencharakteristika der αLNS2 und αLNS6 unterscheiden sich in der 
Region um die Kalzium-Bindungsstelle. Während die Oberfläche der αLNS2 im wesentlichen 
negativ geladen ist, weist die αLNS6-Region um das gebundene Kalzium-Ion einen 
hauptsächlich hydrophoben Charakter auf. Um die Signifikanz dieser Hydrophobizität für die 
αDAG-Bindung zu untersuchen, wurden die räumlich benachbarten Reste L1280, I1282 und 
N1284 zu S1280, S1282 und D1284 (LIN1280/82/84SSD) mutiert. Sie imitierten so die 
Kalzium-Koordinationsstelle der Laminin 2α LNS5. Mit der Mutation dieser Reste zu Serin 
und Aspartat wurde die hydrophobe Oberfläche der αLNS6 entfernt, die Kalzium-Bindung 
jedoch nicht zerstört (Reissner et al, 2008). Diese Mutante band im pulldown-Versuch weder 
αDAG noch Nlgn1 (Abb. 18, Spalte 6). Das ließ vermuten, dass es sich sowohl bei der 
Bindung zwischen Nlgn1 und der αLNS6 als auch zwischen αDAG und der αLNS6 um eine 
direkte Bindung handelt, welche über hydrophobe Reste vermittelt wird. Um diese 
Vermutung zu stützen, wurde durch Mutation des G1201 zu Valin ein räumlicher Platzhalter 
eingefügt. Da jedoch die Methylgruppe des Valins die Methylgruppe des benachbarten 
Threonins sterisch behindern könnte, wurde das T1202 gleichzeitig zu Alanin mutiert 
(Reissner et al, 2008). Die Doppel-Mutation GT1201-2VA verhinderte die Bindung von 
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αDAG und Nlgn1 an die αLNS6 (Abb. 18, Spalte 5) und bestätigte so die vorher aufgestellte 
These der Involvierung der hydrophoben Reste. Im nächsten Schritt wurde das ebenso an der 
Kalzium-Koordination beteiligte I1282 zu Arginin und das sich in der Umgebung der 
Kalzium-Bindungsstelle befindliche T1281 zu Alanin mutiert. Da es sich bei I1282 um einen 
Rest handelt, der sich in den LNS-Domänen von Laminin und Agrin unterscheidet und beide 
Proteine als Interaktionspartner von αDAG bekannt sind (Bowe et al, 1994; Ervasti & 
Campbell, 1993; Gee et al, 1994; Talts et al, 1999), war dies hier von besonderem Interesse. 
In pulldown-Versuchen mit der Mutante I236R, dem I1282 äquivalenten Rest auf der βLNS, 
konnte ein Verlust der Bindung von Nlgn1 beobachtet werden (Chen et al, 2008). Die 
Mutation des hydrophoben Isoleucins in ein stark positiv geladenes Arginin (I1282R) führte 
hier jedoch erstaunlicherweise nicht zu einem Verlust der Nlgn1-Bindung (Abb. 18, untere 
Zeile, Spalte 8). Im Gegensatz dazu wurde jegliche Interaktion der I1282R-Mutante mit 
αDAG unterbunden (Abb. 18, obere Zeile, Spalte 8). Die Alanin-Mutation des T1281 zeigte 
in vorangegangenen Versuchen keinen Einfluss auf die Bindung von Nlgn1 an die αLNS6. 
Die Bindung der Neuroligine 1, 2 und 3 an die äquivalente Mutante der βLNS blieb ebenfalls 
unbeeinflusst erhalten (Reissner et al, 2008). Im vorliegenden Versuch konnte die Bindung 
von Nlgn1 ebenfalls nachgewiesen werden (Abb. 18, untere Zeile, Spalte 7), wohingegen die 
αDAG-Bindung ausblieb (Abb. 18, obere Zeile, Spalte 7). Dieses Ergebnis zeigt, dass der 
Rest T1281 an der Bindung von αDAG an die αLNS6 beteiligt ist, während er für die 
Bindung von Nlgn1 an diese Domäne nicht benötigt wird. T1281 ist somit ein Rest auf der 
Oberfläche der αLNS6, der ausschließlich an der αDAG-Bindung beteiligt ist. Da auch die 
Mutation des I1282 zu Arginin eine αDAG-Bindung verhindert und Nlgn-Bindung erlaubt, 
stellt das I1282 einen weiteren, potentiell ausschließlich an der αDAG-Bindung beteiligten 
Rest dar. Bei den Bindungsstellen von αDAG und Nlgn1 auf der αLNS6 handelt es sich 
daher um zwei partiell überlappende und sehr spezifische Interaktionsstellen mit 
hydrophobem Charakter. Der für die αDAG-Bindung spezifische Rest T1281 bestätigt eine 
differenzierte Bindung von αDAG und Nlgn an die αLNS6. Ein Strukturmodell der αLNS6, 
mit farblich kodiertem Epitop von αDAG auf der Domänenoberfläche, ist im Folgenden 
dargestellt (Abb. 19).  
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3.8. αDAG und Nlgn konkurrieren um die Bindung an der αLNS6 
 
In den bisher durchgeführten Experimenten konnte nicht eindeutig ausgeschlossen werden, 
dass die Bindung von αDAG an die αLNS6 von Nlgn abhängig ist. Im folgenden Versuch 
wurde daher getestet, ob αDAG und Nlgn gleichzeitig an die αLNS6 binden können. Für die 
Durchführung wurde rekombinantes Fc-αDAG an eine ebenfalls rekombinant hergestellte, 
HA-markierte αLNS6 gebunden und ein pulldown von rekombinantem Nlgn1 und Nlgn2 
durchgeführt.  
 
Abbildung 20: αDAG-Bindung an die αLNS6 verhindert die Interaktion mit Nlgn1 und Nlgn2. 
Abbildung 19: Die αDAG-
Bindungsstelle auf der αLNS6 
befindet sich in der Umgebung 
der Kalzium-Koordination.  
Modell der Oberflächenstruktur 
der LNS6 von Nrxn1α (grau), 
angefertigt mithilfe der bekannten 
Kristallstruktur der αLNS6/βLNS 
(Arac et al, 2007; Chen et al, 
2008; Fabrichny et al, 2007). Die 
an der αDAG-Interaktion 
beteiligten Reste (D1183, G1201, 
L1280, T1281, I1282, N1284) in 
der Umgebung der Kalzium-
Bindungsstelle sind pink 
eingefärbt. 
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Pulldown von rekombinant in COS7-Zellen hergestelltem Nlgn1 (Zeile 1) und Nlgn2 (Zeile 2) mithilfe der 
immobilisierten LNS6 von Nrxn1α ohne splice-insert in der SS4 (Spalte 3) und dem ebenfalls immobilisierten 
Komplex aus rekombinant hergestelltem αDAG und der HA-markierten, insert-freien LNS6 von Nrxn1α (Spalte 
4). Nachweis der eingesetzten LNS6-HA nach SDS-PAGE und Western-Blot mittels anti-HA-Antikörper 
(16B12) und Detektion gebundenen Nlgns mithilfe der spezifischen anti-Nlgn1- und anti-Nlgn2-Antikörper. 
 
Es zeigte sich, dass weder Nlgn1 (Abb. 20, obere Zeile, Spalte 4) noch Nlgn2 (Abb. 20, 
untere Zeile, Spalte 4) an den Komplex aus αDAG-αLNS6-HA (-SS4) gebunden werden 
konnte. Im Vergleich dazu wurde eine starke Bindung beider Nlgn-Formen an die αLNS6 (-
SS4) alleine nachgewiesen (Abb. 20, Spalte 3). Dieses Ergebnis offenbart, dass eine simultane 
Bindung von αDAG und Nlgn1 bzw. αDAG und Nlgn2 an die αLNS6 (-SS4) nicht möglich 
ist und zeigt eine unabhängige Bindung von αDAG und Nlgn an die αLNS6 von Nrxn1α. 
Abb. 21 stellt farblich kodiert die Bindungsepitope von αDAG und Nlgn auf der αLNS6 dar.  
 
 
3.9. Die Bindung von αDAG an der αLNS2 von Nrxn1α  verhindert die Interaktion von 
Nlgn mit der αLNS6 
 
Die Existenz eines Dreifach-Komplexes, bestehend aus Nxph1, Nrxn1α und Nlgn1, bei dem 
Nxph1 an die αLNS2 und Nlgn an die αLNS6 (+SS4) des Nrxn1α bindet, wurde in der 
Dissertation von M. Klose gezeigt. Es konnte nachgewiesen werden, dass Nlgn1 sowohl mit 
als auch ohne insert in der splice-Stelle B an den Komplex aus Nxph1 und Nrxn1α (+SS4) 
band (Dissertation M. Klose, 2010).  
 
Abbildung 21: Die αDAG- und 
Nlgn-Bindungsepitope überlappen 
auf der αLNS6.  
Modell der LNS6-
Oberflächenstruktur (grau), wie in 
Abb. 19. Der ausschließlich an der 
Bindung von αDAG beteiligte Rest 
T1282 ist pink eingefärbt, während 
die exklusiv die Nlgn-Bindung 
vermittelnden Reste (R1155, S1285) 
grün markiert sind. Der 
überlappende Bereich beider 
Interaktionsstellen ist gelb 
eingefärbt.  
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Nachdem die Existenz eines zweiten Tripel-Komplexes (Nxph1-Nrxn1α-αDAG) gezeigt 
wurde, sollte schließlich ein möglicher dritter Tripel-Komplex, bestehend aus αDAG, 
Nrxn1α und Nlgn, untersucht werden. Für die Umsetzung wurde Fc-gekoppeltes αDAG 
zunächst an Nrxn1α gebunden und der Komplex aufgereinigt. So konnte sicher gestellt 
werden, dass jedes Nrxn1α an ein αDAG gebunden vorliegt. Das Nrxn1α-Konstrukt wurde 
dabei so gewählt, dass αDAG ausschließlich mit der αLNS2 interagieren konnte. Aufgrund 
des inserts in der SS4 wurde gewährleistet, dass die Nlgn-Ausbeute nicht durch eine αDAG-
Bindung an der αLNS6 gemindert wird, da wie im Punkt 3.8. gezeigt, die Interaktion von 
αDAG und Nlgn an der insert-freien αLNS6 kompetitiv ist. Der Komplex aus αDAG und 
Nrxn1α wurde dann für den pulldown von Nlgn1 und Nlgn2 aus COS7-Lysat eingesetzt.  
Abbildung 22: Die Bindung von αDAG an die αLNS2 von Nrxn1α  verhindert die Interaktion von Nlgn 1 
und Nlgn2 an der αLNS6. 
Pulldown von rekombinant in COS7-Zellen hergestelltem Nlgn1 (Zeile 1, Spalte 1) und Nlgn2 (Zeile 2, Spalte1) 
mit dem rekombinanten, Fc-gekoppelten Komplex aus αDAG und der extrazellulären Domäne von Nrxn1α 
(Spalte 4). Nrxn1α besitzt dabei ein insert in der SS4, so dass αDAG an die LNS2 (ohne insert) gebunden ist. 
Positivkontrolle ist die Fc-gekoppelte, extrazelluläre Domäne von Nrxn1α mit insert in der SS4 (Spalte 3). 
Nachweis des gebundenen Nlgn1 und Nlgn2 (Zeilen 1, 2) und eingesetzten αDAGs im Ausgangskonstrukt 
(Zeile 4) nach SDS-PAGE und Western-Blot mittels spezifischer Antikörper anti-Nlgn1 (4C12), anti-Nlgn2 und 
anti-αDAG (VIA4-1). Das für den pulldown eingesetzte Nrxn wurde mittels Antikörperdetektion (A473, Spalte 
4) und Ponceau-Färbung (Spalte 3) nachgewiesen.  
 
Weder Nlgn1 noch Nlgn2 aus Zelllysat (Abb. 22. Spalte 1) banden an den Komplex aus 
αDAG und Nrxn1α (+SS4, Abb. 22, obere zwei Zeilen, Spalte 4), wohingegen eine starke 
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Interaktion beider Nlgn-Varianten mit Nrxn1α (+SS4) stattfand (Abb. 22, obere zwei Zeilen, 
Spalte 4). Demzufolge behindert die αDAG-Bindung an die αLNS2 von Nrxn1α (+SS4) die 
Interaktion von Nlgn mit der αLNS6 desselben Nrxn1α-Moleküls. Die Ursache für die 
Inhibition der Bindung von Nlgn an die αLNS6 von Nrxn1α könnte in der Struktur der 
EGF3-Domäne begründet liegen. Es ist bekannt, dass EGF-ähnliche Domänen Cysteinreste 
besitzen, welche Disulfidbrücken ausbilden. Diese Brücken können im Nrxn1α-Molekül eine 
Struktur vermitteln, die in der Lage ist die Interaktion mit dem Bindungspartner Nlgn zu 
inhibieren (Tanaka et al, 2011). In Bindungsstudien konnte durch Zugabe von Dithiothreitol 
(DTT) und der damit einhergehenden Reduktion der Cysteinbrücken, die fehlende Bindung 
von Nlgn1 an die Kassette αLNS5-EGF3-LNS6 (+SS4) wieder hergestellt werden (Reissner 
et al, 2008). Um einen möglichen Einfluss dieser Cysteinbrücken auf die Bindung von Nlgn1 
und Nlgn2 an den Komplex αDAG-Nrxn1α (+SS4) zu untersuchen, wurde der Komplex mit 
DTT vorbehandelt und anschließend für die Bindung von Nlgn eingesetzt. Jedoch konnte, 
auch nach DTT-Behandlung, keine Bindung von Nlgn1 (Abb. 23, obere Zeile, Spalte 4) und 
Nlgn2 (Abb. 23, mittlere Zeile, Spalte 4) nachgewiesen werden. 
 
 
Abbildung 23: DTT-Behandlung stellt die Nlgn-Bindung an den αDAG-Nrxn1α-Komplex nicht wieder 
her. 
Pulldown von rekombinant hergestelltem Nlgn1 (Zeile 1) und Nlgn2 (Zeile 2), wie in Abb. 22 beschrieben. Der 
für den pulldown eingesetzte, Fc-gekoppelte Komplex aus αDAG und der extrazellulären Domäne von Nrxn1α 
wurde mit (Spalte 4) und ohne (Spalte 3) vorherige DTT-Behandlung eingesetzt. Nachweis von gebundenem 
Nlgn1 und Nlgn2 wie in Abb. 22. Detektion der eingesetzten extrazellulären Sequenz von Nrxn1α über den 
spezifischen Nrxn-Antikörper (A473, Zeile 3).  
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Dieses Ergebnis lässt darauf schließen, dass die Inhibition der Bindung von Nlgn1 und Nlgn2 
an den Komplex aus αDAG und Nrxn1α (+SS4) nicht über Cysteinbrücken der EGF-
ähnlichen Domänen vermittelt wird, sondern vielmehr eine sterische Inhibition der 
Annäherung von Nlgn an die αLNS6 durch das gebundene αDAG und seine Zuckerketten 
vorliegen könnte. Nach Auswertung der hier durchgeführten Experimente kann abschließend 
festgestellt werden, dass die Ausbildung eines Dreifach-Komplexes, bei dem αDAG an die 
αLNS2 und Nlgn an die αLNS6 von Nrxn1α bindet, nicht möglich ist. 
 
3.10. Vergleich der Bindungsaffinität von Nlgn1 und Nlgn2 an Nrxn1α  
 
Es ist bekannt, dass alle splice-Formen von Nlgn1 und Nlgn2 mit sämtlichen Formen der 
αLNS6/βLNS und, unter Beachtung einer Ausnahme, ebenso mit allen splice-Varianten von 
Nrxn1α interagieren (Boucard et al, 2005; Comoletti et al, 2006; Koehnke et al, 2010; Leone 
et al, 2010; Miller et al, 2011; Reissner et al, 2008; Tanaka et al, 2011). Da jedoch bisher 
keine Studien zur Untersuchung der Bindungsaffinität zwischen Nlgn1 sowie Nlgn2, dem 
hauptsächlichen Bindungspartner an inhibitorischen Terminalen (Kang et al, 2008), und 
Nrxn1α durchgeführt wurden, sollten hier mithilfe von pulldown-Studien die Charakteristika 
dieser Interaktionen näher beleuchtet werden.  
 
Abbildung 24: Vergleich der Bindungsaffinitäten von Nlgn1 und Nlgn2 zu Nrxn1α . 
(A) Pulldown von rekombinantem Nlgn1 (Zeile 1) und Nlgn2 (Zeile 2) aus COS7-Zellen mit der Fc-
gebundenen, extrazellulären Domäne von Nrxn1α (Spalte 3). Nachweis des gebundenen Nlgn1 und Nlgn2 nach 
SDS-PAGE und Western-Blot mit den spezifischen Antikörpern anti-Nlgn1 (4C12) und anti-Nlgn2. (B) 
Quantitative Analyse von gebundenem Nlgn1 und Nlgn2 aus zwei Versuchen (n=2) mittels ImageJ und 
statistische Auswertung mithilfe des Students t-Test. p>0,05.  
 
Sowohl Nlgn1(-B), als auch Nlgn2 zeigten eine starke Interaktion mit Nrxn1α (Abb. 24A, 
Spalte 3). Nach erfolgter Quantifizierung des gebundenen Nlgns und statistischer Auswertung 
(students t-Test) konnte eine um 17% niedrigere Nlgn1-Bindung an Nrxn1α im Vergleich zur 
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Bindung von Nlgn2 festgestellt werden (Abb. 24B). Das vorliegende Ergebnis deutet eine 
Variabilität der Bindungsaffinität von Nrxn1α für Nlgn1 und Nlgn2 an, lässt jedoch keinen 
eindeutigen Rückschluss auf die genauen Nlgn1- und Nlgn2-Bindungscharakteristika zu. 
Bisher durchgeführte Studien zum Vergleich der Bindung von Nlgn1 und Nlgn2 an die LNS-
Domäne von Nrxn1β ergaben ebenso keine eindeutige Aussage (Comoletti et al, 2006; 
Koehnke et al, 2010). Für eine genaue Bestimmung der Affinitäten zwischen Nlgn1, Nlgn2 
und Nrxn sind daher weitere Experimente notwendig. 
 
3.11. Vergleich der Bindungscharakteristika von αLNS2 und αLNS6 
 
3.11.1. Die Kalzium-Koordinationsstelle der αLNS6 kann auf die αLNS2 übertragen 
werden, jedoch nicht umgekehrt 
 
Nachdem die Bindungsstellen von αDAG auf der αLNS2 und αLNS6 identifiziert und 
mögliche Komplexbildungen, unter Einbeziehung beider Interaktionsstellen auf Nrxn1α, 
betrachtet wurden, sollten nun die Bindungseigenschaften beider Domänen eingehender 
beleuchtet werden. Sowohl αLNS2 als auch αLNS6 binden Kalzium an ihrer Oberfläche im 
Bereich der hypervariablen Region (Reissner et al, 2008; Sheckler et al, 2006). Die 
Oberflächen beider LNS-Domänen unterscheiden sich in ihrer Aminosäurezusammensetzung. 
Die Sequenzidentität zwischen beiden Domänen beträgt 20,4% (Sheckler et al, 2006). Wie 
bereits beschrieben, dirigieren die konservierten Reste D329, L346 und M414 DAG an die 
Kalzium-Interaktionsstelle der αLNS2. Diese Funktion wird auf der αLNS6 von den Resten 
D1183, V1200 und I1282 übernommen. Ein weiterer, für die Kalzium-Koordination und 
Ligandenbindung essentieller Rest der αLNS6 ist das N1284, dessen Funktion auf der αLNS2 
von G416 übernommen wird (Reissner et al, 2008; Sheckler et al, 2006). Um die Funktion der 
unterschiedlichen Kalzium-Affinitäten von αLNS2 und αLNS6 bei der αDAG-Bindung zu 
analysieren, wurde über die Einführung von Punktmutationen der Transfer der Kalzium-
koordinierenden Reste zwischen den Domänen αLNS2 und αLNS6 vorgenommen.  
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Abbildung 25: Übertragung der Kalzium-Koordination von der αLNS2 auf die αLNS6 und umgekehrt. 
Immunoblot nach pulldown von endogenem αDAG aus N2a-Lysat (Spalte 1) mit den rekombinant in HEK-
tsA201 hergestellten, immobilisierten Einzeldomänen LNS2 (Spalte 3) und LNS6 (Spalte 5) von Nrxn1α sowie 
der LNS2-Mutante mit übertragender LNS6-Kalziumkoordination (YMG412/14/16LIN, Spalte 4) und der 
LNS6-Mutante mit transferiertem LNS2-Kalzium-koordinierenden Rest (N1284G, Spalte 6). Nachweis 
gebundenen αDAGs nach SDS-PAGE und Western-Blot mittels αDAG-Antikörper (VIA4-1).  
 
Die Bindungsstudien zeigen, dass die Übertragung der Kalzium-Koordination von der αLNS6 
auf die αLNS2 mithilfe der Mutation αLNS2 YMG412/14/16LIN dazu führte, dass αDAG in 
gleichem Maße wie die unveränderte αLNS2 band. (Abb. 25, Spalten 3, 4). Durch Mutation 
des an der Kalzium-Koordination der αLNS6 beteiligten Restes N1284 zu Glycin und der 
damit durchgeführten Übertragung der Kalzium-Koordination von der αLNS2 auf die αLNS6 
wurde die Interaktion mit αDAG vollständig unterbunden (Abb. 25, Spalte 6). Anhand dieser 
Ergebnisse lässt sich sagen, dass die Kalzium-Koordination der αLNS6 eine ausreichend 
hohe Kalzium-Affinität besitzt, um nach der Übertragung auf die αLNS2 eine αDAG-
Bindung herbei zu führen. Im Gegensatz dazu genügt die schwache Kalzium-Affinität der 
αLNS2 anscheinend nicht, um αDAG auf der αLNS6 zu binden. Vorhergehende Studien 
haben allerdings gezeigt, dass diese Mutante (αLNS6 N1284G) noch in der Lage ist mit Nlgn 
zu interagieren (Reissner et al, 2008). Beim Vergleich der gebundenen Menge von αDAG an 
die Wildtyp-Domänen αLNS2 und αLNS6 fiel die schwächere Bindung an die αLNS6 auf 
(Abb. 25, Spalten 3 und 5). Diese schwächere Bindung könnte zum einen darauf 
zurückzuführen sein, dass trotz der Bemühung ähnliche Mengen Ausgangsmaterial (Fc-
αLNS2, Fc-αLNS6) einzusetzen die Mengen leicht variierten. Zudem kann nicht 
ausgeschlossen werden, dass im N2a-Lysat endogenes Nlgn vorhanden ist, welches mit 
endogenem αDAG um die Bindung an der αLNS6 konkurriert. Für einen quantitativ 
aussagekräftigen Vergleich der Bindungseigenschaften beider LNS-Domänen könnten 
Affinitätsmessungen mithilfe des SPR-Systems, unter Verwendung der aufgereinigten 
Einzeldomänen und Mutanten, durchgeführt werden. 
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3.11.2. Transfer der Kalzium-Koordination von der Laminin 2αLNS5 auf die Nrxn1α-
Domänen αLNS2 und αLNS6 
 
Die Oberfläche der Laminin 2α LNS5 unterscheidet sich stark von der Oberfläche der 
Nrxn1α-LNS-Domänen. Wie bereits im Punkt 3.7.3. erwähnt, besitzt die Laminin 2αLNS5 
eine Reihe basischer Reste in der Region um die Kalzium-Bindungsstelle (Hohenester et al, 
1999; Tisi et al, 2000; Wizemann et al, 2003). Sie benötigt weiterhin phosphorylierte 
Zuckerreste um die Interaktion mit αDAG einzugehen (Kuga et al, 2012; Yoshida-Moriguchi 
et al, 2010). Die basischen Reste (blau) der Laminin LNS5, Nrxn1αLNS2 und Nrxn1αLNS6 
sind in Strukturmodellen in Abb. 26 vergleichend dargestellt. Es ist erkennbar, dass 
Nrxn1αLNS2 und Nrxn1αLNS6 an ihrer Oberfläche nur sehr wenige basische Reste 
aufweisen, während die Laminin LNS5-Oberfläche mehrere basische Reste im Bereich um 
die Kalzium-Bindungsstelle besitzt. Es ist interessant, dass diese Domänen trotz ihrer 
unterschiedlichen Oberflächenladungen alle an αDAG binden. Daher sollte hier die αDAG-
Bindungsstelle auf Laminin und Nrxn verglichen werden.  
 
 
Abbildung 26: Verteilung basischer Reste auf den Domänenoberflächen der Nrxn1αLNS2, Nrxn1αLNS6 
und Laminin 2αLNS5. 
Modelle der Oberflächenstruktur der Domänen LNS2 und LNS6 von Nrxn1α sowie der LNS5 von Laminin2α 
(grau). Erstellt anhand der bekannten Strukturen der Domänen LNS2 (Sheckler et al, 2006), LNS6 (Arac et al, 
2007; Chen et al, 2008; Fabrichny et al, 2007) und Laminin2α LNS5 (Hohenester et al, 1999; Tisi et al, 2000; 
Wizemann et al, 2003). Die basischen Reste an der Oberfläche jeder Domäne sind dunkelblau eingefärbt.  
 
Durch das Einfügen dreier Punktmutationen im Bereich der Kalzium-bindenden Reste der 
αLNS2 und αLNS6 von Nrxn1α wurde die Kalzium-Koordination der Laminin 2αLNS5 auf 
beide Nrxn-Domänen übertragen. Die LNS-Mutanten wurden dann für den pulldown von 
endogenem αDAG aus N2a-Lysat eingesetzt. Wie aus Abb. 27 ersichtlich, führte weder die 
Übertragung der Laminin-Kalzium-Koordination auf die αLNS2 (αLNS2 
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YMG412/14/16SSD, Abb. 27, Spalte 4) noch die Übertragung auf die αLNS6 (αLNS6 
LIN1280/82/84SSD, Abb. 27, Spalte 6) zu einer Bindung von αDAG.  
 
 
Abbildung 27: Transfer der Kalzium-Koordination von der Laminin 2αLNS5 auf die Nrxn1αLNS2 und 
Nrxn1αLNS6 führt zum Verlust der αDAG-Bindung. 
Pulldown endogenen αDAGs aus N2a-Zelllysat (Spalte 1) mit den rekombinant hergestellten, Fc-gekoppelten 
Einzeldomänen LNS2 (Spalte 3) und LNS6 (Spalte 5) von Nrxn1α sowie den Fc-gekoppelten Domänen LNS2 
(YMG412/14/16SSD, Spalte 4) und LNS6 (LIN1280/82/84SSD, Spalte 6) nach Übertragung der Laminin-
Kalzium-Koordination. Die Detektion des gebundenen αDAGs erfolgte nach SDS-PAGE und Western-Blot mit 
dem spezifischen Antikörper VIA4-1. 
 
Die Interaktion von αDAG mit der αLNS2 und αLNS6 kann demnach nicht stattfinden, wenn 
ausschließlich die Kalzium-koordinierenden Reste der Laminin 2αLNS5 transferiert werden. 
Eine Imitation der Laminin-αDAG-Bindung auf den Nrxn1α-Domänen benötigt vermutlich 
zusätzlich die Anwesenheit der die Kalzium-Interaktionsstelle der 2αLNS5 umgebenden 
basischen Reste.  
 
3.12. Die Interaktion von αDAG und Nrxn ist Glykosylierungs-abhängig und benötigt 
ein spezifisches Zuckermuster vermittelt durch LARGE 
 
3.12.1. N-verknüpfte Zucker sind an der Interaktion von αDAG und Nrxn beteiligt 
 
αDAG ist ein stark glykosyliertes Protein, dessen Zuckerketten einen Großteil der Masse 
dieses Moleküls ausmachen (Ervasti & Campbell, 1991; Ibraghimov-Beskrovnaya et al, 
1992). Diese Zuckerketten sind für die Bindung von αDAG an Proteinliganden, wie Agrin 
und Laminin, essentiell. Eine mangelhafte Glykosylierung, verursacht durch Mutationen 
innerhalb der Gene von bekannten und putativen Glykosyltransferasen, welche die 
posttranslationale Glykosylierung von αDAG vermitteln, führt zu einem Verlust der 
Bindungsfähigkeit von αDAG an seine Proteinliganden (Chiba et al, 1997; Ervasti & 
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Campbell, 1993; Michele et al, 2002). Da bereits gezeigt wurde, dass die Interaktion mit Nrxn 
ebenso abhängig von der αDAG-Glykosylierung ist (Sugita et al, 2001), sollte in Anlehnung 
daran im Folgenden die Bindungsfähigkeit der vollständigen extrazellulären Domäne von 
Nrxn1α sowie der einzelnen αLNS2-Domäne an αDAG aus N2a-Zellen nach Behandlung 
mit Tunicamycin überprüft werden. Tunicamycin, welches erstmals im Jahr 1971 aus 
Bakterien isoliert und beschrieben wurde, inhibiert den ersten Schritt der N-
Glykosylierungskette von Proteinen im Endoplasmatischen Retikulum (Heifetz et al, 1979; 
Takatsuki et al, 1971). Aufgrund dessen konnte hier der Einfluss der N-verknüpften Zucker 
von αDAG auf die Interaktion mit Nrxn untersucht werden.  
 
 
Abbildung 28: Nach Tunicamycin-Behandlung band weniger αDAG an Nrxn1α  und die αLNS2. 
Pulldown endogenen αDAGs aus N2a-Zelllysat vor (Spalten 1-4) und nach (Spalten 5-8) Behandlung der Zellen 
mit Tunicamycin. Der pulldown erfolgte mithilfe der rekombinant hergestellten, immobilisierten Einzeldomäne 
LNS2 (Spalten 3, 7) von Nrxn1α sowie der rekombinanten, vollständigen extrazellulären Sequenz von Nrxn1α 
(Spalten 4, 8). Nachweis des gebundenen αDAGs wie in Abb. 27.  
 
Obgleich der wesentliche Teil der Zuckerketten auf αDAG O-verknüpft wird und lediglich 
ein geringer Teil N-verknüpft ist (Ervasti & Campbell, 1991), konnte hier gezeigt werden, 
dass im Vergleich zum pulldown aus unbehandelten Zellen (Abb. 28, Spalten 1, 3, 4), nach 
Tunicamycin-Behandlung weniger αDAG an die αLNS2 (Abb. 28, Spalte 7) und an Nrxn1α 
(Abb. 28, Spalte 8) gebunden hatte. Bei Betrachtung des Molekulargewichtes des gebundenen 
αDAG an die αLNS2 fiel auf, dass die Größe des gebundenen αDAG nach Tunicamycin-
Behandlung geringer war (Abb. 28, Spalten 3, 7). Folglich führt die Inhibition der N-
Glykosylierung durch Tunicamycin zu einer Abnahme des Molekulargewichtes von αDAG 
sowie zu einer schwächeren Bindung an Nrxn1α und die αLNS2 und demonstriert so eine 
Beteiligung der N-verknüpften Zucker von αDAG bei der Interaktion mit Nrxn.  
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3.12.2. LARGE ist notwendig für die Interaktion von αDAG und Nrxn 
 
An der posttranslationalen Glykosylierung von αDAG sind eine Reihe bekannter und 
putativer Glykosyltransferasen beteiligt. αDAG durchläuft dabei Prozesse der N- und O-
Glykosylierung, der O-Mannosylierung sowie der Modifikation eines phosphorylierten O-
Mannosyl-Glykans (Yoshida-Moriguchi et al, 2010), welche für die Ligandenbindung 
essentiell sind. So wurde beschrieben, dass POMT1, POMT2 (Manya et al, 2004) und 
POMGnt1 (Stalnaker et al, 2011) die initialen Zucker Mannose und GalNac O-verknüpft auf 
αDAG übertragen, während LARGE endständig an die komplexen Glykane Disaccharide aus 
Xylose- und Glukuronsäure hinzufügt (Inamori et al, 2012). Die bifunktionelle 
Glykosyltransferase LARGE katalysiert, über die Interaktion mit der N-terminalen Domäne 
von αDAG, die Synthese eines Polysaccharids aus den sich wiederholenden Einheiten [-
3Xyl-α1,3GlcAβ1-] und vermittelt so unter anderem die Bindung zu Laminin (Inamori et al, 
2012; Kanagawa et al, 2004). Hier sollte überprüft werden, ob endogenes Nrxn aus 
Maushirnlysat und rekombinantes Nrxn aus COS7-Zelllysat an rekombinant hergestelltes 
αDAG mit oder ohne LARGE Ko-Transfektion binden.  
 
 
Abbildung 29: LARGE vermittelt die für die αDAG-Nrxn Bindung notwendige Glykosylierung. 
Pulldown endogenen Nrxns aus Maushirnlysat (Spalte 1) und rekombinanten Nrxns aus COS7-Zelllysat (Spalte 
5) mit rekombinant in HEK-tsA201 hergestelltem, immobilisierten αDAG mit (Spalten 3, 7) und ohne (Spalten 
4, 8) LARGE-Ko-Transfektion. Gebundenes Nrxn wurde über SDS-PAGE aufgetrennt, auf eine 
Nitrozellulosemembran übertragen und mittels spezifischen Nrxn-Antikörper (A473) nachgewiesen.  
 
αDAG band nach Ko-Expression mit LARGE sowohl endogenes Nrxn aus Hirnlysat als auch 
rekombinantes Nrxn aus COS7-Zelllysat in großer Menge (Abb. 29, Spalten 3, 7). Die 
Bindung von Nrxn an das αDAG-Konstrukt ohne LARGE-Ko-Transfektion fiel dagegen sehr 
schwach aus (Abb. 29, Spalten 4, 8). Die schwache Bindung könnte einen Hinweis darauf 
geben, dass HEK tsA201-Zellen, in denen αDAG hergestellt wurde, endogenes LARGE in 
geringen Mengen selbst exprimieren. Zusammenfassend führte die Ko-Expression von αDAG 
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und LARGE zu einer Verbesserung der Bindung an endogenes und rekombinantes Nrxn. In 
allen Versuchen mit rekombinantem αDAG wurde daher LARGE ko-transfiziert. Da das 
LARGE-vermittelte Zuckermuster ebenso verantwortlich ist für die Bindung von Laminin an 
αDAG (Kanagawa et al, 2004), sollte im Folgenden die Nrxn-Bindung mit der  Laminin-
Bindung an αDAG verglichen werden. 
 
3.13. Identifizierung der Nrxn-Bindungsstelle auf αDAG 
 
3.13.1. αDAG bindet Nrxn nicht an gleicher Stelle wie Laminin 
 
Die Interaktion der Glykosyltransferase LARGE mit der N-terminalen Domäne von αDAG ist 
essentiell für die Expression funktionellen αDAGs. Über die Interaktion mit dieser Domäne 
vermittelt LARGE den Transfer eines Polysaccharids, welches die Bindung von Laminin an 
zwei spezifischen Threonin-Resten (T315, T317 von murinem αDAG), innerhalb der ersten 
18 Aminosäuren der Mucin-ähnlichen Region, vermittelt (Hara et al, 2011b). Des Weiteren ist 
die Phosphorylierung eines O-Mannosyl-Glykans innerhalb der Sequenz der fünf Reste 
Thr315-Pro-Thr317-Pro-Val notwendig für die Interaktion des Glykoproteins αDAG mit 
Laminin (Yoshida-Moriguchi et al, 2010). Die Bindung von Laminin an den N-Terminus der 
Mucin-ähnlichen Region wird jedoch erst durch die Abspaltung und Freisetzung der N-
terminalen Domäne von αDAG, vermittelt durch eine Furin-Protease, ermöglicht (Kanagawa 
et al, 2004). Da die Bindung von Nrxn ebenso abhängig von der LARGE-vermittelten 
Glykosylierung ist (Punkt 3.12.2.), sollte überprüft werden, ob die die Laminin-Bindung 
vermittelnden Reste verantwortlich für die Nrxn-Interaktion sind. Hierfür wurden die Reste 
T315 und T317 murinen αDAGs zu Alanin mutiert und für den pulldown von endogenem 
Nrxn aus Maushirn und rekombinantem Nrxn aus COS7-Lysat eingesetzt.  
 
 
Abbildung 30: Die Nrxn-Bindungsstelle entspricht nicht der Laminin-Bindungsstelle auf αDAG. 
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Pulldown endogenen Nrxns aus Maushirnlysat (Spalte 1) und rekombinanten Nrxns aus COS7-Zelllysat (Spalte 
5) mit immobilisiertem, Fc-gekoppelten αDAG (Spalten 3, 7) und immobilisiertem, Fc-gebundenen αDAG nach 
Mutation der Laminin-bindenden Threonine in Alanin (αDAG TT315/317AA, Spalten 4, 8). Nachweis des 
gebundenen Nrxns nach SDS-PAGE und Western-Blot mithilfe des spezifischen Nrxn-Antikörpers (A473).  
 
Der pulldown zeigte eine Bindung von Nrxn aus Maushirn und COS7-Zellen an das mutierte 
αDAG TT315/317AA (Abb. 30, Spalten 4, 8) und an das Wildtyp-Konstrukt (Abb. 30, 
Spalten 3, 7). Die scheinbare Zunahme der Nrxn-Bindung aus Maushirn (Abb. 30, Spalten 3, 
4) sowie die erkennbare, etwas geringere Ausbeute an gebundenem Nrxn aus COS7-Zellen im 
Vergleich zum Wildtyp-αDAG (Abb. 30, Spalten 7, 8) ist vermutlich auf unterschiedliche 
Mengen an eingesetztem Ausgangsmaterial zurückzuführen. Dieses Experiment zeigt, dass 
die Laminin-Bindungsstelle nicht der Nrxn-Bindungsstelle auf αDAG entspricht, da Nrxn 
auch nach Mutation der identifizierten Laminin-Interaktionsstelle unverändert bindet.  
 
3.13.2. Die Mucin-ähnliche Region von αDAG vermittelt die Bindung an Nrxn 
 
Die korrekte Glykosylierung mithilfe von LARGE ist essentiell für die Interaktion von αDAG 
mit Laminin und, wie im Punkt 3.12.2. gezeigt, ebenso für die Bindung von Nrxn. Um zu 
untersuchen, ob die Nrxn-Bindung an αDAG durch ebenso spezifische Reste vermittelt wird 
wie die Laminin-Interaktion und eventuell eine Bestimmung der beteiligten Reste 
vorzunehmen, wurden αDAG-Mucin-Mutanten generiert. In den Mutanten war entweder die 
erste Hälfte (αDAG Muc2) oder zweite Hälfte (αDAG Muc1) der Mucin-ähnlichen Region 
deletiert oder die komplette Mucin-ähnliche Region (αDAG ΔMuc) entfernt worden. Mithilfe 
dieser Mutanten sollte zunächst die Bindungsstelle auf die erste oder zweite Hälfte der 
Mucin-ähnlichen Region eingegrenzt werden. Da, wie im Punkt 3.12.1. beschrieben, ebenso 
N-verknüpfte Zucker eine Rolle bei der Nrxn-Bindung spielen, wurde die N-terminale N-
Glykosylierungsstelle mithilfe der Mutation des N139 zu Aspartat verändert (αDAG N-glyc). 
Für die Durchführung der Bindungsstudie waren alle αDAG-Mutanten Fc-gekoppelt. 
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Abbildung 31: Die Mucin-ähnliche Region vermittelt die Interaktion zwischen αDAG und Nrxn. 
Pulldown endogenen Nrxns aus Maushirnlysat (A) und rekombinanten Nrxns aus COS7-Zelllysat (B) mit Fc-
gekoppelten, rekombinanten αDAG-Glykosylierungsmutanten. In Fc-gekoppeltem αDAG wurde die N-
terminale N-Glykosylierungsstelle zu Aspartat mutiert (N139D = N-glyc, Spalten 4, 11), die erste (Muc2, 
Spalten 6, 13) oder zweite (Muc1, Spalten 5,12) Hälfte der Mucin-ähnlichen Region deletiert oder die gesamte 
Mucin-Region entfernt (ΔMuc, Spalten 7, 14). Nachweis des gebundenen Nrxns nach SDS-PAGE und Western-
Blot über Färbung mit dem spezifischen Nrxn-Antikörper (A473). 
 
Die Detektion des an die αDAG-Mucin-Mutanten gebundenen Nrxns offenbarte keine 
veränderte Nrxn-Bindung aus Maushirn- und COS7-Lysat nach Mutation des für die N-
terminale N-verknüpfte Glykosylierung verantwortlichen Restes N139 zu Aspartat (Abb. 31, 
Spalten 4, 11). Die Deletion der zweiten Hälfte der Mucin-Region (Muc1) zeigte ebenso eine 
unverändert starke Nrxn-Interaktion mit αDAG (Abb. 31, Spalten 5, 12), während die 
Deletion der ersten Hälfte dieser Region (Muc2) eine abgeschwächte Nrxn-Bindung nach sich 
zog (Abb. 31, Spalten 6, 13). Die Entfernung der gesamten Mucin-Region führte zu einem 
nahezu vollständigen Verlust der Nrxn-Bindung aus Maushirn- und COS7-Lysat an αDAG 
(Abb. 31, Spalten 7, 14). Diese Ergebnisse zeigen erstmals die klare Rolle der Mucin-Region 
für die Bindung von Nrxn an αDAG. Es wurde versucht in allen pulldown-Ansätzen ähnliche 
Mengen an Ausgangsmaterial einzusetzen. Aufgrund der erhaltenen Daten ergibt sich eine 
Tendenz dahingehend, dass der ersten Hälfte der Mucin-Region möglicherweise eine größere 
Bedeutung bei der Nrxn-Bindung zukommt als der zweiten Hälfte. Jedoch sind, im Vergleich 
zur bekannten Laminin-Bindungsstelle, keine spezifischen Aminosäurereste an der αDAG-
Nrxn-Interaktion beteiligt, da sowohl die αDAG Muc1- als auch αDAG Muc2-Mutante Nrxn 
banden.  
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4. Diskussion 
 
In dieser Arbeit wurde die Bindungsstelle von αDAG auf Nrxn auf den Domänen αLNS2 und 
αLNS6 kartiert. Dafür wurde eine eigene pulldown-Methode entwickelt, die im Folgenden 
diskutiert werden soll. Weiterhin wurde gezeigt, dass die αDAG-Bindung abhängig ist von 
einer insert-freien Domäne und sowohl mit Nxph auf der αLNS2 als auch mit Nlgn auf der 
αLNS6 konkurriert. Mögliche Gründe für diese splice-Abhängigkeit und Konkurrenz zur 
Nxph-Bindung auf der αLNS2 werden hier angesprochen. Erstmals durchgeführte 
Multikomplex-Studien haben ergeben, dass αDAG und Nxph gemeinsam an das Nrxn1α-
Molekül binden können, wenn Nxph mit der αLNS2 interagiert und αDAG an die insert-freie 
αLNS6 desselben Moleküls bindet. Im Gegensatz dazu war die Ausbildung eines Komplexes 
aus αDAG, gebunden an die insert-freie αLNS2, und Nlgn, assoziiert mit der αLNS6, unter 
keiner der getesteten Bedingungen möglich. Unter Einbeziehung der getesteten möglichen 
und nicht möglichen Komplexe und der ermittelten Bindungscharakteristika von αDAG und 
Nrxn konnte hier gezeigt werden, dass αDAG, im Vergleich zu Nxph und Nlgn, bevorzugt 
mit der Nrxn-Variante interagiert, die keine inserts in den splice-Stellen 2 und 4 enthält. Sich 
daraus ergebende Schlussfolgerungen werden in diesem Abschnitt der Arbeit kurz erläutert. 
Abschließend soll die hier nachgewiesene Abhängigkeit der Nrxn-Bindung an αDAG von 
einem spezifischen, LARGE-vermittelten Zuckermuster andiskutiert werden. 
 
4.1. Der pulldown-Assay ist eine effiziente Methode zur Durchführung von DAG-
Bindungsstudien 
 
Für die Ermittlung der exakten Bindungsepitope sollte zunächst eine Methode entwickelt 
werden, mit der effektiv reproduzierbare Bindungsstudien durchgeführt werden können. Der 
Einsatz einer großen Anzahl von Fc-gekoppelten LNS-Mutanten, um die Bindungsstellen der 
αLNS2 und αLNS6 zu kartieren, erforderte eine große Menge an DAG-Protein. Für die 
Durchführung der Bindungsstudien dieser Arbeit wurde daher Maushirn verwendet. Die 
Veröffentlichung, in der die Interaktion von DAG mit Nrxn erstmals beschrieben wurde, 
nutzte einen pulldown-Ansatz. In anderen Studien wurde hauptsächlich eine overlay-Methode 
zum Nachweis der αDAG-Bindung angewandt (Barresi et al, 2004; Michele et al, 2002). Der 
overlay ist eine effektive Methode, wenn lediglich sehr geringe Mengen an Probenmaterial 
zur Verfügung stehen, wie es bei Patientenproben vorkommen kann. Weiterhin kann der 
overlay sehr gut für die Analyse von Zuckermustern erfolgen, da die Zuckerreste während des 
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Prozesses der Protein-Denaturierung nicht verändert werden. Diese Methode war jedoch für 
gezielte Mutagenese-Studien mit mehr als 30 Mutanten sowie für die Analyse von 
Multikomplexen, welche eine Reinigung von binären Komplexen erforderte, nicht einsetzbar. 
Für die erstmalige Durchführung von Multikomplex-Analysen wurde daher eine eigene 
pulldown-Methode entwickelt und etabliert. Ein erster Schritt bei der Durchführung von 
Bindungsstudien aus Maushirn ist die vorangestellte Eliminierung von Immunglobulinen 
(preclear), in dem diese an Protein A gebunden werden. Dieser Schritt des preclears wurde 
jedoch nicht in das pulldown-Protokoll aufgenommen, da dadurch ein beträchtlicher Anteil 
αDAG für die Bindung verloren ging (Abb. 4.). Während Gee et al. mithilfe einer Laminin-
Affinitäts-Chromatographie αDAG aus Hirnhomogenat isolierten und feststellten bis zu 80% 
des αDAGs so anreichern zu können (Gee et al, 1993), wurde in anderen Arbeiten eine 
WGA-Aufreinigung genutzt um spezifisch Glykoproteine mit den Zuckerketten N-
Acetylglucosamin und N-Acetyl-Neuramin anzureichern (Michele et al, 2002; Suzuki et al, 
2010; Wright et al, 2012). Die Durchführung einer WGA-Aufreinigung erbrachte für den hier 
durchgeführten pulldown aus Maushirn jedoch nicht die gewünschte αDAG-Anreicherung 
(Abb. 5.). Diese unterschiedlichen Ergebnisse zur Akkumulation und Aufreinigung von 
αDAG könnten auf die starke Heterogenität der αDAG-Glykosylierung zurückzuführen sein, 
die eine unterschiedlich starke Bindung von glykosyliertem αDAG an WGA-beads zur Folge 
hat. So weist αDAG aus Herzmuskel und Skelettmuskel ein höheres Molekulargewicht auf 
als αDAG aus dem Gehirn (Beedle et al, 2012; Kanagawa et al, 2009; Sugita et al, 2001), 
Abb. 7), was auf unterschiedliche Glykosylierungsmuster in den Geweben hindeutet. Da 
WGA nur bestimmte Zuckermuster (N-Acetyl-Glucosamin, N-Acetyl-Neuramin) bindet, 
könnte eine abgeschwächte WGA-Assoziation von αDAG im Gehirn daran liegen, dass hier 
ein anderes Glykosylierungsmuster überwiegt. In meiner Arbeit habe ich gezeigt, dass eine 
Isolation von αDAG aus Maushirn über den direkten pulldown mit Nrxn effektiver ist als eine 
vorherige WGA-Aufkonzentration (Abb. 5.), so dass dieser Schritt ebenfalls nicht in das 
Protokoll übernommen wurde. Mithilfe des hier modifizierten  pulldown-Protokolls, welches 
in zeitlicher Abfolge die Prozesse der Homogenisation und Lyse, Ultrazentrifugation, 
pulldown, SDS-PAGE, Western-Blot und Immundetektion enthielt (Abb. 6.), wurden die 
Bindungsstellen von αDAG auf der αLNS2 und αLNS6 bestimmt.  
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4.2. Die Nrxn1α-Konformation bestimmt die Ligandenbindung  
 
Die extrazelluläre Domäne von Nrxn1α besteht aus sechs LNS-Domänen mit drei 
zwischengelagerten EGF-ähnlichen Domänen. Dieser Aufbau gab lange Zeit Grund zu der 
Annahme, dass die Extrazellulärregion in einer gestreckten, linearen Anordnung (siehe 
schematisches Modell in Abb. 1.) vorliegt. Bei dieser Konformation war jedoch fraglich, wie 
die Liganden, die am Nrxn1α zumeist an die αLNS6 binden (Ko et al, 2009; Matsuda et al, 
2009; Reissner et al, 2008; Sugita et al, 2001) mit Nrxn1α interagieren, da bekannt ist, dass 
Liganden an diejenigen Domänen eines Proteins binden sollen, die sich am weitesten entfernt 
von der synaptischen Membran befinden. Dies wurde unter anderem für Cadherine berichtet 
(Nose et al, 1990; Pokutta & Weis, 2007). Die αLNS6 ist jedoch, dem linearen Modell 
zufolge, diejenige Domäne, die am nächsten an der präsynaptischen Membran lokalisiert ist. 
Mithilfe von bekannten Strukturdaten und der gelösten Kristallstruktur der 
Extrazellulärregion von Nrxn1α (Chen et al, 2011; Comoletti et al, 2010; Miller et al, 2011) 
konnte ein neues Modell erstellt werden, das die in dieser Arbeit erhaltenen Befunde der 
kompetitiven Bindung von αDAG und Nlgn an Nrxn1α erklärt. Diese Strukturdaten 
offenbaren eine relativ starre Kernstruktur der Region zwischen αLNS2 und αLNS5, welche 
sich auch durch die Bindung von Kalzium an die Domänenoberfläche oder das Einfügen eines 
inserts in der SS3 nicht verändert (Chen et al, 2011; Miller et al, 2011). Auch ein insert in der 
SS2 verändert die Struktur vermutlich nicht (Reissner et al, 2013; in press). Im Vergleich 
dazu konnte gezeigt werden, dass ein insert in der SS1 die Entfernung zwischen der αLNS1 
und αLNS2 vergrößern kann (Comoletti et al, 2010). Die extrazelluläre Region von Nrxn1α 
ist, aufgrund von Gelenken und der gegebenen Länge, hoch variabel in seiner Form (Tanaka 
et al, 2012). So nimmt Nrxn1α vermutlich eine U-förmige Konformation an (Reissner & 
Missler, 2011), die es den Liganden Nxph, αDAG und Cbln ermöglicht an die αLNS2 und 
αLNS6 zu binden, die Interaktion von Nlgn und LRRTM an der αLNS6 jedoch blockiert 
(Reissner et al, 2013; in press). Ein Gelenk zwischen der αLNS5 und der EGF3 ermöglicht 
eine Rotation um ca. 180°, die die „inaktive“ U-Form in eine ausgestreckte, „aktive“ 
Konformation überführt. Das so konformierte Nrxn1α ordnet sich vermutlich parallel zur prä- 
und postsynaptischen Membran an und ermöglicht so die Nlgn-Bindung (Reissner & Missler, 
2011). In dieser Konformation kann Nxph gemeinsam mit Nlgn an Nrxn1α binden 
(Dissertation M. Klose, 2010). Eine simultane Interaktion von αDAG und Nlgn ist jedoch 
dennoch nicht möglich (Punkt 3.9.), wie diese Arbeit gezeigt hat. Das lässt darauf schließen, 
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dass in diesem Fall andere Faktoren, wie eine sterische Blockade der Liganden untereinander, 
eine Rolle spielen könnten.  
 
4.3. Charakterisierung der DAG-Interaktion mit den Domänen αLNS2 und αLNS6 
 
Die Domänen αLNS2 und αLNS6 vermitteln die Ligandenbindung von Nrxn1α. Beide 
Domänen binden Kalzium an ihrer Oberfläche und besitzen einen Bereich in den zusätzliche 
Peptidsequenzen im Rahmen des alternativen splice-Prozesses eingebaut werden können. Die 
Kalzium-Komplexierung und das Vorhandensein eines inserts an der Oberfläche der zwei 
LNS-Domänen beeinflusst die Bindung der Liganden an Nrxn1α. So ist die Bindung von 
αDAG an die αLNS2 und αLNS6 sowie die Bindung von Nlgn und LRRTM an die αLNS6 
von der Koordination eines Kalzium-Ions an der Domänenoberfläche abhängig. Nxph bindet 
Kalzium-unabhängig an die αLNS2. Cbln benötigt auch kein Kalzium für seine Interaktion 
mit der αLNS6. Ebenso divergent ist die splice-Abhängigkeit der Ligandenbindung an beide 
LNS-Domänen. Während Nxph unabhängig vom Vorhandensein eines inserts in der SS2 an 
die αLNS2 bindet, benötigt die Bindung von Nlgn und LRRTM eine insert-freie αLNS6. 
Dagegen ist die Cbln-Interaktion mit der αLNS6 geknüpft an das Vorhandensein eines inserts 
in der SS4, da es direkt an dieses bindet (Matsuda & Yuzaki, 2011; Uemura et al, 2010). Die 
splice-Abhängigkeit der Nlgn-Nrxn-Interaktion ist komplex, da auch Nlgn dem Prozess des 
alternativen splicens unterliegt. Untersuchungen an βLNS und der αLNS6 zeigten, dass die 
LNS-Domäne mit und ohne insert an SS4 (+/-SS4) an Nlgn1 mit und ohne B-insert (+/-B) 
binden kann (Reissner et al, 2008). Jedoch konnte bis vor kurzem keine Bindung von Nlgn+B 
an das vollständige Nrxn1α(+SS4) gezeigt werden (Boucard et al, 2005; Reissner et al, 2008). 
αDAG bindet ausschließlich an die insert-freie αLNS2 und αLNS6 (Sugita et al, 2001; Abb. 
17.). So zeigen die Domänen αLNS6(+SS4) und βLNS(+SS4) keine αDAG-Bindung, 
während Nlgn1-B gebunden werden kann (Abb. 17.). Da die αLNS6- und βLNS-Domäne 
(+SS4) Kalzium binden kann (Shen et al, 2008), scheidet eine fehlende Kalzium-Bindung, 
aufgrund des inserts an der SS4, als Erklärung für die blockierte αDAG-Bindung aus.  
 
Durch die bekannte Kalzium-Abhängigkeit der Bindung wurden die Kalzium-
koordinierenden Reste sowie Reste in der mittel- und unmittelbaren Umgebung der Kalzium-
Koordinationsstelle untersucht. Beide Domänen besitzen, wie die anderen Mitglieder der 
LNS-Domänen-Unterfamilie (Agrin, Laminin, Nrxn), eine Kernstruktur aus β-Faltblättern, 
welche ein β-Sandwich bilden. An der Oberfläche der Kernstruktur befinden sich flexible 
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Schleifen, die die einzelnen β-Stränge miteinander verbinden. Die Aminosäuresequenz der 
Schleifen unterscheidet sich zwischen den Domänen. Dennoch wird, entgegen der 
ursprünglichen Vermutung (Rudenko et al, 2001), dadurch nicht die Ligandenspezifität 
vermittelt. Eine Ausnahme dazu bildet die Bindung von Cbln an die αLNS6, die 
ausschließlich an der Domäne mit insert stattfindet (Matsuda & Yuzaki, 2011) und damit 
impliziert, dass die Interaktion direkt mit dem insert selbst erfolgt. Die Oberfläche der αLNS6 
ist gekennzeichnet durch hydrophobe Reste, die sich in der Umgebung der Kalzium-
Bindungsstelle befinden, wie die Auflösung der Kristallstruktur zeigte (Arac et al, 2007; Chen 
et al, 2008; Fabrichny et al, 2007). Die Kalzium-Bindungsstelle befindet sich am Rand der 
Domäne und zeichnet sich durch eine rigide Faltung aus. Kalzium-Bindung führt hier nicht zu 
einer Änderung der Domänenkonformation, wie z.B. bei EF-Hand-Proteinen (Grabarek, 
2006). Die Kalzium-Koordination wird auf der αLNS6 von den Resten D1183, V1200, I1282, 
N1284 und zwei Wassermolekülen übernommen (Chen et al, 2008; Fabrichny et al, 2007; 
Reissner et al, 2008). Die Hydrophobizität der Domänenoberfläche ist ein besonderes 
Merkmal, da sie die beiden hier diskutierten Nrxn-LNS-Domänen von den αDAG-bindenden 
LNS-Domänen anderer Proteine wie Laminin und Agrin (Hohenester et al, 1999) 
unterscheidet. Es wurde gezeigt, dass diese hydrophoben Reste der αLNS6 essentiell für die 
Bindung von Nlgn sind (Reissner et al, 2008). Hierfür wurde zunächst das Triplet 
LIN1280/82/84SSD mutiert. So wurde der Nrxn-spezifische hydrophobe Ring der αLNS6 
entfernt ohne die Kalzium-Bindungsfähigkeit zu verlieren. Eine weitere Mutation (GT1201-
02VA) fügte einen Platzhalter an der LNS-Oberfläche ein. Beide Mutationen führten zum 
Bindungsverlust von Nlgn und demonstrierten so die direkte enge Interaktion von Nlgn mit 
den hydrophoben Resten der αLNS6 durch die das Kalzium-Ion in einem Sandwich 
eingeschlossen wird (Reissner et al, 2008). Die in dieser Arbeit kartierte Kalzium- und splice-
abhängige αDAG-Bindungsstelle auf der αLNS6 zeigte eine partielle Überlappung mit der 
Nlgn-Interaktionsstelle. Die Mutation des an der Kalzium-Koordination beteiligten Restes 
D1183A sowie die Mutation der Reste LIN1280/82/84SSD und GT1201-02VA führten, 
analog der Nlgn-Interaktion, zu einem Bindungsverlust von αDAG (Abb. 18.). 
Interessanterweise konnten zwei Reste in der Umgebung der Kalzium-Koordinationsstelle 
identifiziert werden (T1281, I1282), deren Mutation selektiv zu einem Bindungsverlust von 
αDAG führt. Die Mutation dieser Reste beeinflusste die Nlgn-Bindung nicht (Abb. 18.). Die 
Bindungsstelle von αDAG auf der αLNS6 überlappt mit der Nlgn-Bindungsstelle auf dieser 
Domäne, unterscheidet sich jedoch durch zwei Reste, die ausschließlich an der αDAG-
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Interaktion beteiligt sind. Die Entdeckung dieser, spezifisch für die αDAG-Interaktion 
verantwortlichen, Reste eröffnet die Möglichkeit die αDAG-Bindung an der αLNS6 selektiv 
zu inhibieren. So können knockout-Tiere hergestellt werden, in denen die Auswirkung der 
gezielten Inhibition der Interaktion von αDAG mit der αLNS6 beobachtet und analysiert 
werden kann. Weiterhin können, aufgrund der selektiven Hemmbarkeit der Interaktion von 
Nrxn1α mit αDAG, spezifische Untersuchungen von Signalwegen vorgenommen werden in 
denen der Nrxn-αDAG-Komplex beteiligt sein könnte. Die Identifikation der selektiv für die 
αDAG-Bindung an Nrxn1α verantwortlichen Reste ermöglicht die gezielte Modifikation und 
Analyse dieser Signalwege und bietet Ansätze um gezielt in Krankheitsbildern involvierte 
Signalkaskaden mithilfe von z.B. Antikörpern einzugreifen.  
 
Die Oberfläche der αLNS2 unterscheidet sich von der αLNS6 in ihrer Zusammensetzung und 
ihren elektrostatischen Eigenschaften. Während die Oberfläche der αLNS6 eher hydrophoben 
Charakter hat, ist die Oberfläche der αLNS2 im wesentlichen negativ geladen (Reissner et al, 
2008). Der an der Kalzium-Koordination beteiligte Rest D329 sowie die in der Umgebung der 
Kalzium-Bindungsstelle lokalisierten Reste L346 und M414 befinden sich an Positionen 
identisch denen der αLNS6 (D1183, V1200, I1282); sie sind also konserviert. Allerdings ist 
der Kalzium-komplexierende Rest N1284 auf der αLNS2 durch ein Glycin ersetzt (G416), 
welches nicht direkt an der Kalzium-Koordination beteiligt ist (Sheckler et al, 2006). Die 
Kalzium-Komplexierung wird hier durch ein Wassermolekül vervollständigt. Die 
Untersuchung der αDAG-Bindungsstelle auf dieser Domäne konzentrierte sich, aufgrund der 
bekannten Kalzium-Abhängigkeit (Sugita et al, 2001), auf die Umgebung der Kalzium-
Bindungsstelle. Mithilfe der pulldown-Methode wurde der Kalzium-koordinierende Rest 
D329 sowie die sich in der unmittelbaren Kalzium-Umgebung befindenden Reste Y412, 
G347 und G416 als hot spots für die αDAG-Bindung identifiziert, da die Mutation dieser 
Reste die αDAG-Bindung vollständig blockierte (Abb. 10.). Für die Anwendung der 
pulldown-Methode war es hilfreich, dass die Interaktion von Nrxn mit seinen 
Bindungspartnern permanent ist und nur durch sehr intensive, harsche Behandlung gelöst 
werden kann. Neben den permanenten Verbindungen gibt es auch transiente Interaktionen, 
welche jedoch über diese Methode nicht identifiziert werden konnten. Es ist daher nicht 
auszuschließen, dass neben den identifizierten essentiellen Resten weitere Aminosäuren an 
der Interaktion von αDAG auf der αLNS2 und αLNS6 beteiligt sind.  
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Im Folgenden ergab sich die Frage wie, trotz überlappender Bindungsstellen von Nlgn und 
αDAG auf der αLNS6, die Interaktion von αDAG von einem insert in der SS4 verhindert 
wird, während Nlgn1 ungehindert binden kann (Abb. 17.). Eine mögliche Ursache der 
Inhibition der Ligandeninteraktion an der αLNS6(+SS4) könnte eine sterische Blockade, 
bedingt durch das insert in der SS4, sein. Für die βLNS(+SS4) ist bekannt, dass es ein 
Gleichgewicht zweier Konformere gibt. Bei einem dieser Konformere mit randständigem 
insert an der Domänenoberfläche erfolgt eine molekulare Umordnung (switch), durch die ein 
Teil des inserts einen „neuen“ β10-Strang bildet, der den „alten“ β10-Strang in der Sandwich-
Kernstruktur der Domäne ersetzt. Der „alte“ β10-Strang und ein Teil des inserts bilden eine 
Schleife, die sich distal der Nlgn-Bindungsstelle befindet (Koehnke et al, 2010). Durch den 
molekularen switch ist die Nlgn-Kontaktfläche auf Nrxn1α(+SS4) weiterhin ungehindert 
zugänglich und erlaubt in vitro die Bindung von Nlgn1+/-B (Reissner und Stahn et al., 2013; 
Publikation eingereicht), während die αDAG-Bindungsstelle verändert wird. In vivo konnte 
die Interaktion von Nlgn1(+B) mit Nrxn1α(+SS4) bisher nicht gezeigt werden. Abb. 32. zeigt 
die Struktur der αLNS6-Domäne ohne insert an der SS4 und mit insert nach erfolgtem 
molekularen switch.  
 
 
Abbildung 32: αLNS6-Domänenstruktur mit markierten Liganden-Bindungsstellen mit und ohne insert 
an der SS4. 
(A) Modellstruktur der Oberfläche der αLNS6 (grau) ohne insert an der SS4. Der selektiv an der αDAG-
Bindung beteiligte Rest (I1281) ist in pink, die selektiv die Nlgn-Interaktion vermittelnden Reste (R1155, 
S1285) sind in grün eingefärbt. Die überlappenden Reste beider Bindungsstellen sind gelb markiert. (B) 
Modellstruktur der αLNS6-Oberfläche (grau) mit insert (rot) an der SS4. Darstellung der αDAG- und Nlgn-
bindenden Reste wie in (A). Das insert kann einen molekularen switch durchlaufen (von schwach rot zu intensiv 
rot) und so die Anordnung der an der Oberfläche befindlichen Reste verändern. 
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Da die Bindungsepitope für Nlgn und αDAG zu einem Großteil überlappen und sich nur in 
zwei für die αDAG-Bindung spezifischen Resten (T1281, I1282 auf der αLNS6) 
unterscheiden (Abb. 18.), könnte man annehmen, dass auch die αDAG-Bindung an die 
βLNS(+SS4)- und αLNS6(+SS4)-Domänen möglich ist. Jedoch wurde, trotz des switch und 
dem damit verbundenen Einbau des inserts in die LNS-Sandwichstruktur der βLNS(+SS4) 
und αLNS6(+SS4), eine Bindung von αDAG verhindert (Abb. 17.). Der Grund dafür könnte 
zum einen in einer durch den switch verursachten Verlagerung von Resten an der Domänen-
Oberfläche liegen, welche die Bindungsstelle für αDAG auf der αLNS6 verändert. Es ist aber 
auch möglich, dass die αDAG-Annäherung an diese Domäne durch das insert sterisch 
inhibiert wird (Abb. 32.), da sich das Glykoprotein wahrscheinlich aus der Richtung der 
umgeklappten insert-Struktur an die βLNS(+SS4) bzw. αLNS6(+SS4) nähert. Neben der 
αLNS6 fungiert die αLNS2 als αDAG-Bindungsstelle auf Nrxn1α. Die αLNS2 bindet das 
lösliche Protein Nxph an einer Oberflächenregion distal zur αDAG-Bindungsstelle. Die 
Kartierung wurde von M. Klose vorgenommen (Dissertation M. Klose, 2010). An der αLNS2 
wurde bisher kein molekularer switch des inserts an der SS2 beschrieben. Interessanterweise 
bindet Nxph an den β10-Strang der αLNS2, einer Stelle die vergleichbar ist mit dem Gebiet 
in dem auf der αLNS6 der molekulare switch des inserts stattfindet. Das lässt vermuten, dass 
αDAG auf der αLNS2 und αLNS6 an der gleichen Stelle bindet und die Bindung an der 
αLNS2 von Nxph und an der αLNS6 vom insert an der SS4 inhibiert wird. Da die Kalzium-
Bindungsstelle von der αLNS6 auf die αLNS2 übertragen werden kann (Punkt 3.11.1.) und 
somit austauschbar ist, deutet sich an, dass der LARGE-vermittelte Zuckerrest [-3Xyl-
α1,3GlcAβ1-] (Inamori et al, 2012) an der αLNS2 und αLNS6 vergleichbar bindet. Andere 
Arbeiten haben gezeigt, dass die Orientierung des gebundenen Zuckers die Stellung des 
verbundenen Glykoproteins definieren kann (Ng et al, 2002). In ähnlicher Weise könnte hier 
αDAG an die Domänen αLNS2 und αLNS6 binden.  
 
Es wurde gezeigt, dass αDAG auch an die LNS4 und LNS5 von Laminin 2α bindet, obgleich 
sich die Oberflächen der Nrxn- und Laminin-LNS stark unterscheiden. So ist die die Kalzium-
Bindungsstelle umgebende Region der Laminin 2α LNS4-LNS5 reich an basischen Resten 
(Abb. 26.), die unter anderem die Interaktion mit den negativ geladenen Zuckerketten von 
αDAG gewährleisten (Hohenester et al, 1999; Timpl et al, 2000; Tisi et al, 2000). Laminin 
bindet dabei an zwei distinkte Threonin-Reste am N-Terminus der Mucin-ähnlichen Region 
(Hara et al, 2011b). Im Gegensatz dazu wird die αDAG-Bindung auf der αLNS6 von 
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hydrophoben Resten vermittelt (Punkt 3.7.3.), welche direkt mit den Zuckerketten von αDAG 
interagieren. Auch in Lektinen sind hydrophobe Reste an der Zuckerbindung beteiligt 
(Balzarini, 2007; Flint et al, 2005) und leisten einen Beitrag für die Stabilität des Protein-
Glykan-Komplexes (Chen et al, 2013). Nrxn bindet an alle Regionen der Mucin-Region 
(Punkt 3.13.2.). Dabei bindet es möglicherweise auch an N-glykosylierte Zucker (Punkt 
3.12.1.). Ein weiterer Unterschied zwischen Laminin- und Nrxn-Bindung ist, dass Laminin an 
Heparan-Sulfat und sulfatierte Glykolipide bindet (Beck et al, 1990; Gee et al, 1993; Talts et 
al, 1999) und ein Sulfatrest vermutlich ebenso für die Laminin-αDAG-Interaktion notwendig 
ist (Nakagawa et al, 2012). Im Vergleich dazu ist für die Nrxn-αDAG-Bindung bisher keine 
Beteiligung von Sulfatresten bekannt. Um die Bindungseigenschaften der Nrxn-LNS-
Domänen 2 und 6 für αDAG zu vergleichen, wurde die Kalzium-Koordination der Laminin 
2α LNS5 auf die αLNS6 und αLNS2 übertragen. Dies führte jedoch nicht zu einer αDAG-
Bindung (Punkt 3.11.2.). Die fehlende Bindung des αLNS6- und αLNS2-Liganden αDAG 
nach der Übertragung der drei Kalzium-bindenden Reste der Laminin 2α LNS5 zeigt, dass 
der alleinige Transfer der Laminin-Kalziumkoordination nicht ausreicht, um die 
Bindungsstelle der Laminin 2α LNS5 zu imitieren, da die basischen Reste auf der Laminin-
LNS eine wesentliche Rolle bei der Laminin-DAG-Interaktion spielen (Hohenester et al, 
1999). Dies lässt die Schlussfolgerung zu, dass die αDAG-Interaktion mit den LNS-Domänen 
von Nrxn und Laminin kein starres einheitliches Bindungsmotiv benötigt, sondern für die 
LNS-Domänen unterschiedlicher Proteine individuell ist. Zudem könnten Laminin und Nrxn 
durch diese unterschiedlichen Bindungsstellen und Bindungscharakteristika vermutlich 
gleichzeitig an αDAG binden. So ist es möglich, dass sich die unterschiedlichen Funktionen 
der αDAG-Liganden Laminin und Nrxn nicht ausschließen, sondern ergänzen. Eine simultane 
Bindung von Nrxn und Laminin an αDAG ist z.B. an der NME möglich, an der sowohl Nrxn 
als auch Laminin exprimiert werden. Im Unterschied zu zentralen Synapsen besitzt die 
neuromuskuläre Synapse eine Basallamina (BL) im synaptischen Spalt (Sanes & Lichtman, 
1999). Wie auch im ZNS spielt Nrxn an der NME eine wichtige Rolle für die 
Neurotransmission. So wurde in αNrxn-Mehrfach-knockout Mäusen eine reduzierte 
acetylcholinerge Neurotransmission festgestellt (Sons et al, 2006). Die Transmission ist hier, 
ebenso wie an zentralen Synapsen, abhängig von Kalzium und seinen Kanälen in der 
präsynaptischen Membran. Von der NME ist bekannt, dass Spannungs-abhängige Kalzium-
Kanäle (CaV2.1) exprimiert werden und diese durch α-Neurexine reguliert werden können 
(Zhang et al, 2005). αNrxn übt demnach seine Funktion bei der Neurotransmission 
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vermutlich über die Regulation der CaV2.1-Kanäle aus. Von diesen Kanälen ist ebenso 
bekannt, dass sie mit der β2-Untereinheit von Laminin interagieren können und so 
möglicherweise einen Einfluss auf die Kalzium-abhängige Transmission haben (Nishimune et 
al, 2004). Die β2-Untereinheit ist in Form der muskulär sezernierten Laminine α2β2γ1, 
α4β2γ1 und α5β2γ1 im synaptischen Spalt der NME konzentriert (Patton et al, 1997). An 
zentralen Synapsen ist dagegen nur wenig Laminin β2 vorhanden (Yin et al, 2003). An der 
NME vermittelt Laminin zum einen die präsynaptische Differenzierung, zum Teil über die 
Interaktion mit spannungsgesteuerten Kalzium-Kanälen (Nishimune et al, 2004), und zum 
anderen trägt Laminin zur postsynaptischen Reifung über einen autokrinen Effekt, vermittelt 
über die Interaktion mit αDAG, bei (Nishimune et al, 2008). DAG wird zwar entlang der 
Oberfläche der gesamten Muskelfaser exprimiert, konzentriert sich jedoch, zumeist 
angeordnet in clustern, an der postsynaptischen Membran (Cohen et al, 1995; Matsumura et 
al, 1992). Für die cluster-Bildung ist dabei die Interaktion mit Laminin verantwortlich 
(Nishimune et al, 2008). Die Interaktion mit Laminin und αDAG ist demnach für die 
postsynaptische Reifung und das DAG-clustering verantwortlich, während die Nrxn-DAG-
Interaktion an der NME eine Rolle bei der Stabilisierung der Synapse spielen und einen 
Einfluss auf die Neurotransmission haben könnte. So könnten sich die Funktionen beider 
DAG-Liganden an der NME ergänzen. 
 
4.4. Die Ausbildung von DAG-Nrxn Multikomplexen ist splice-abhängig 
 
Jede der zwei Domänen αLNS2 und αLNS6 besitzt neben αDAG weitere Interaktionspartner, 
die die Interaktion der Domäne mit αDAG beeinflussen können. So bindet neben αDAG auch 
Nxph1 an die αLNS2. Obgleich jedoch beide Moleküle unterschiedliche Interaktionsstellen 
auf der αLNS2 besitzen (Abb. 11.), ist eine gleichzeitige Bindung beider Proteine nicht 
möglich (Abb. 12.). Nxph1 hindert αDAG vermutlich sterisch daran sich seiner 
Bindungsstelle im Bereich der Kalzium-Koordination zu nähern, wie es in Bindungsstudien 
mit den binären Komplexen aus αLNS2 und Nxph1 sowie Nrxn1α und Nxph1 gezeigt wurde 
und in Abb. 33. modellhaft dargestellt ist. Im Gegensatz dazu konnte gezeigt werden, dass 
eine αDAG-Bindung an die insert-freie αLNS6 möglich ist, wenn Nxph1 an die αLNS2 
gebunden hat (Abb. 14.). So wird ein Dreifach-Komplex ausgebildet (Abb. 34.A). Ein 
weiterer Dreifach-Komplex, bei dem Nxph1 an die αLNS2 und Nlgn1 an die αLNS6 des 
Nrxn1α bindet, konnte ebenfalls in Bindungsstudien nachgewiesen werden (Dissertation M. 
Klose, 2010; Abb. 34.B). Die Untersuchung eines dritten möglichen Dreifach-Komplexes aus 
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Nrxn1α, αDAG und Nlgn1/Nlgn2 ergab, dass eine Bindung von Nlgn an Nrxn1α, welches 
bereits αDAG an der αLNS2 komplexiert hat, nicht möglich ist (Abb. 22.). 
 
 
Abbildung 33: Nxph1-Interaktion an αLNS2 und Splice-insert an αLNS6 unterbinden αDAG-Bindung. 
(A) An die αLNS2 gebundenes Nxph1 (blau) verhindert sterisch die Annäherung von αDAG an seine 
Bindungsstelle auf dieser Domäne (pink). (B) Eine ähnliche Inhibition der αDAG-Interaktion mit seiner 
Bindungsstelle geschieht auf der αLNS6 durch ein splice-insert an splice-Stelle 4 (+SS#4, rot). 
 
Für diesen Versuch wurde ein Nrxn1α verwendet, welches aufgrund eines inserts in der SS4 
ausschließlich an der αLNS2 mit αDAG interagieren kann. Die Modelldarstellung dieses 
hypothetischen Komplexes zeigt eine mögliche Ursache für die Inhibition der Ausbildung des 
Dreifach-Komplexes aus αDAG, Nrxn1α und Nlgn (Abb. 34.C). Die Darstellung in Abb. 34. 
veranschaulicht nahezu identische Größen und Volumina der beteiligten Proteine. Das stark 
glykosylierte αDAG bindet mit hoher Wahrscheinlichkeit so an die αLNS2, dass die Mucin-
ähnliche Region inklusive ihrer Zuckerketten und der C-terminalen Domäne von αDAG im 
Kontakt mit den Domänen αLNS3 und αLNS4 steht (Abb. 34.C, D). Die Zuckerketten von 
αDAG nehmen dabei vermutlich eine Konformation ein, die die Annäherung von Nlgn an die 
αLNS6 blockiert. Der Nlgn-Dimer hat bei der Bindung an die αLNS6 von Nrxn1α Kontakt 
mit den LNS-Domänen 4 und 5 und erstreckt sich bis zum Übergang der αLNS4 zur αLNS3 
(Miller et al, 2011; Tanaka et al, 2011). Es gibt theoretisch mehrere mögliche 
Konformationen der αDAG-Bindung an die αLNS2. Die hier in Abb. 34.C gezeigte Variante 
beschreibt diejenige Konformation, die zwischen den beteiligten Bindungspartnern die größte 
Kontaktfläche aufweist. Nach dem Modell in Abb. 34.C ist die Ausbildung eines Komplexes, 
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in dem αDAG sowohl an die αLNS2, als auch an die αLNS6 bindet möglich, da sich beide 
αDAG-Moleküle bei der Bindung an Nrxn1α sterisch nicht behindern. 
 
 
Abbildung 34: Dreifach-Komplexe mit Nrxn als zentraler Komponente. 
(A) Der Komplex aus Nxph1 (blau) und Nrxn1α(-SS4; grau), bei dem Nxph1 mit der αLNS2 assoziiert ist, 
bindet αDAG (pink) über die insert-freie αLNS6. (B) Nrxn1α(+SS4) kann im Komplex mit Nxph1 Nlgn (grün) 
an die αLNS6 binden. (C) Die Interaktion von Nrxn1α(-SS4) mit zwei Molekülen αDAG, von denen eines an 
die αLNS2 und eines an die αLNS6 bindet, wurde noch nicht experimentell bestätigt. (D) Der Komplex aus 
αDAG und Nrxn1α(+SS4) war nicht in der Lage Nlgn im pulldown-Versuch zu binden. Das Strukturmodell 
zeigt die räumliche Ausdehnung des an die αLNS2 des Nrxn1α gebundenen αDAGs bis hin zur αLNS5. So 
wird die Interaktion von Nlgn mit der αLNS6 blockiert.  
 
Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass die Interaktion von αDAG mit den αLNS-
Domänen 2 und 6 ausschließlich in Abwesenheit eines inserts stattfinden kann, während der 
zweite Ligand der jeweiligen Domäne an Nrxn1α unabhängig vom Vorhandensein eines 
splice-inserts binden kann (Koehnke et al, 2010; Leone et al, 2010; Missler et al, 1998b; 
Reissner et al, 2008). Mithilfe der Ergebnisse zur Ausbildung von Multikomplexen und der 
ermittelten Determinanten für eine αDAG-Bindung an Nrxn1α wurde ein stochastisches 
Modell erstellt (Abb. 35.). Das Modell zeigt alle experimentell nachgewiesenen und 
theoretisch möglichen Komplexbildungen unter Einbeziehung der verschiedenen Nrxn splice-
Varianten und seiner Liganden an der inhibitorischen Synapse αDAG, Nxph1 und Nlgn2.  
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Abbildung 35: Stochastisches Modell verschiedener Komplex-Möglichkeiten der Nrxn1α -Domänen 
αLNS2 (SS2) und αLNS6 (SS4) an der inhibitorischen Synapse in Abhängigkeit von splice-Insertionen.  
(A) Insert-freies Nrxn1α (Spalte 1) ist in der Lage vier Komplexe mit αDAG (pink), drei Komplexe mit Nxph1 
(blau) und zwei Komplexe mit Nlgn2 (grün) einzugehen. Besitzt Nrxn1α ein insert in der SS2 oder SS4 (Spalten 
2 und 3), reduziert sich die Anzahl der möglichen Komplexe mit αDAG auf drei, während Nxph fünf und Nlgn 
vier Komplexe mit Nrxn1α eingehen kann. Ein insert sowohl in SS2 als auch SS4 (Spalte 4) blockiert jegliche 
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Interaktion von Nrxn1α mit αDAG, ermöglicht jedoch die Ausbildung von jeweils zwei Komplexen mit Nxph 
und Nlgn. (B) Auftragung der stochastisch ermittelten Auftrittswahrscheinlichkeiten verschiedener Nrxn1α-
Komplexe für den Fall, dass die Nrxn1α-Liganden kompetitiv (links) und nicht kompetitiv (rechts) binden. In 
beiden Szenarien hat αDAG (pink) die höchste Wahrscheinlichkeit einen Komplex mit Nrxn1α auszubilden, 
wenn dieses insert-frei ist. Die Wahrscheinlichkeit für Nxph (blau) und Nlgn (grün) an Nrxn1α zu binden, steigt 
bei Vorhandensein eines inserts an und übersteigt die Wahrscheinlichkeit von αDAG deutlich. Besitzt Nrxn1α 
zwei inserts, so ist die Wahrscheinlichkeit der Komplexbildung für Nxph und Nlgn gleich maximal hoch, 
während αDAG keine Möglichkeit hat einen Komplex mit Nrxn1α auszubilden. Kompetition zwischen den 
Nrxn1α-Liganden bewirkt eine ungleiche Verteilung der Komplex-Wahrscheinlichkeiten von Nlgn2 und Nxph1. 
Während ohne Kompetition alle Bindungspartner nur in Abhängigkeit der Anzahl an Bindungsstellen variieren, 
bewirkt die Kompetition einen größeren Anstieg der Wahrscheinlichkeit der Nlgn-Bindung an Nrxn1α von 0,3 
auf 0,6. Das Verhältnis der Wahrscheinlichkeit der αDAG-Bindung zur Nlgn-Bindung ist mit Kompetition 
größer als ohne Kompetition.  
 
Aus dem Interaktionsdiagramm ist ersichtlich, dass αDAG, im Vergleich zu Nxph1 und 
Nlgn2, die meisten Möglichkeiten hat mit Nrxn1α einen Komplex einzugehen, wenn dieses 
weder ein insert an der SS2 noch ein insert an der SS4 aufweist (Abb. 35.A, Spalte 1). Bei der 
Betrachtung der Bindung der Nrxn1α-Liganden αDAG, Nxph und Nlgn muss dabei strikt 
zwischen Bindungswahrscheinlichkeit und Bindungsaffinität unterschieden werden. So besitzt 
Nlgn die höchste Affinität für insert-freies Nrxn (Koehnke et al, 2010; Reissner et al, 2008), 
jedoch betrachtet in Konkurrenz mit den anderen Liganden ist die Wahrscheinlichkeit der 
Nlgn-Bindung an insert-freies Nrxn1α geringer als für αDAG (Abb. 35.). Besitzt Nrxn1α ein 
insert (an der SS2 oder SS4), sinkt die Anzahl der Komplexe an denen αDAG beteiligt ist. 
Gleichzeitig steigt die Möglichkeit für Nxph1 und Nlgn2 an (Abb. 35.A, Spalte 2). Enthält 
sowohl die SS2 als auch die SS4 von Nrxn1α ein insert, so gibt es keinen Komplex mit 
αDAG, wohingegen Nxph1 und Nlgn2 noch an Komplexen beteiligt sind (Abb. 35.A, Spalte 
4). Die maximal mögliche Komplexanzahl für αDAG bietet demnach Nrxn1α ohne insert in 
den splice-Stellen der Domänen 2 und 6. Daraus lässt sich ableiten, dass die Bindung von 
αDAG an Nrxn1α nicht in einem festen stöchiometrischen Verhältnis erfolgt, da sowohl ein 
als auch zwei αDAG-Moleküle, unter Ausbildung verschiedener Multikomplexe, mit Nrxn1α 
interagieren können.  
 
Die Expression der unterschiedlichen Nrxn1α-Splice-Formen ist zeitlich und räumlich 
verschieden (Ahmad & Missler, 2009; Iijima et al, 2011; Patzke & Ernsberger, 2000; Ullrich 
et al, 1995). Die mRNA von Nrxn1(-SS4) und Nrxn2(-SS4) kommt in größeren Mengen im 
Hippocampus und cerebralen Kortex vor (Ahmad & Missler, 2009). Auch im Cerebellum 
wurden hohe Expressionslevel der insert-negativen Nrxn-Varianten beschrieben (Ullrich et al, 
1995). Es konnte eine starke Zunahme der SS4-insert-negativen Form von Nrxn1α in 
Neuronen-Populationen des dorsalen Wurzelganglions aus Hühnerembryonen während der 
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Entwicklung von E7,5 bis E18 beobachtet werden. Im Gegensatz dazu war die Zunahme der 
insert-positiven Nrxn-Variante im gleichen Zeitraum weniger stark (Patzke & Ernsberger, 
2000). Ebenso verändert sich die Expression der SS2-splice-Varianten während der 
Entwicklung in diesen Hühnchen-Neuronenpopulationen (Patzke & Ernsberger, 2000). Die 
neurotrophen Faktoren neuronal growth factor (NGF) und Neurotrophin3 beeinflussen hier 
das Verhältnis der relativen Expression insert-negativer zu insert-positiven splice-Varianten 
an der splice-Stelle 4 (Patzke & Ernsberger, 2000). Unklar ist, ob sich diese Befunde auch auf 
Nrxn in Neuronenpopulationen innerhalb des Mammalia-Gehirns übertragen lassen. Einen 
ersten Hinweis auf die Gültigkeit im Säugerhirn lieferte die Beobachtung einer Abnahme der 
mRNA-Menge des an der SS4 insert-negativen Nrxns vom Postnataltag 0 (P0) bis zum 
adulten Stadium (Iijima et al, 2011). Neben der zeitlichen Komponente bei der Regulation der 
Expression der Nrxn-splice-Varianten spielt die Steuerung durch neuronale Aktivität eine sehr 
entscheidende Rolle. So konnte nach einer durchgeführten Depolarisation ein Kalzium-
abhängiger Anstieg der insert-negativen Nrxn-Variante beobachtet werden (Iijima et al, 2011; 
Rozic et al, 2011). Weiterhin führten Langzeit-Stimulation der neuronalen Aktivität durch 
Übungen zu Lernen und Gedächtnis und Experimente zur Angst-Konditionierung zu einer 
Veränderung des Nrxn-splice-Musters (Kang et al, 2008; Rozic et al, 2011; Rozic-Kotliroff & 
Zisapel, 2007). Diese Veränderungen innerhalb der splice-Vorgänge von Nrxn sind 
vermutlich involviert in der synaptischen Reorganisation im Rahmen der Gedächtnisbildung 
(Rozic et al, 2011; Rozic-Kotliroff & Zisapel, 2007). Als an der Regulation dieser Prozesse 
beteiligte Faktoren wurden das RNA-bindende Protein SAM68 (Iijima et al, 2011) und das 
heterogene nukleäre Ribonukleoprotein L (hnRNP L) in N2a-Zellen identifiziert (Rozic et al, 
2013). Die zeitlich, räumlich und Aktivitäts-abhängige Expression der verschiedenen Nrxn-
Varianten könnte so ein αDAG- und Nlgn-Bindungsmuster bestimmen, welches die Funktion 
der entstehenden Komplexe in der Entwicklung des Nervensystems und während 
Lernprozessen definiert. So hat αDAG die meisten Möglichkeiten mit insert-freiem Nrxn1α 
zu interagieren (Abb. 4., Spalte 1), während die Nlgn-Bindungsmöglichkeiten gering sind. 
Die Wahrscheinlichkeit der Nlgn-Bindung steigt jedoch mit Einführung eines inserts in SS2 
oder SS4 des Nrxn1α an (Abb. 4., Spalten 2 und 3). Die Übertragbarkeit dieser Daten auf 
Neuronenpopulationen in Bereichen des Gehirns, wie z.B. dem Hippocampus, der für Lern- 
und Gedächtnisprozesse eine entscheidende Rolle spielt, ist jedoch noch unklar und muss 
experimentell nachgewiesen werden. Ein erstes Indiz für die Gültigkeit der Theorie einer 
zeitlich regulierten Expression der verschiedenen Nrxn-splice-Varianten, welche 
unterschiedliche Komplexbildungen mit unterschiedlichen Komplex-Funktionen andeutet, 
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lieferte, wie oben erläutert, die Beschreibung der differenzierten Expression verschiedener 
Nrxn-splice-Varianten im Zerebellum der Maus (Iijima et al, 2011).  
 
DAG ist ein Interaktionspartner von Nrxn und spielt eine Rolle in der embryonalen und 
postnatalen Entwicklung. Es ist jedoch noch nicht geklärt inwieweit diese Funktion auf die 
Bindung an Nrxn zurückzuführen ist. So wird DAG im sich entwickelnden ZNS sowohl in 
migrierenden Neuronen als auch in Radialgliazellen exprimiert (Henion et al, 2003; Ohtsuka-
Tsurumi et al, 2004). Außerhalb des ZNS hat DAG eine essentielle Funktion bei der 
Stabilisierung der Reichert-Membran während der embryonalen Entwicklung. Ein DAG-
knockout ist bereits am Embryonaltag 6,5 letal, da er zu einem Abbruch der embryonalen 
Entwicklung, aufgrund einer unterbrochenen Reichert-Membran führt (Williamson, 1997). 
DAG ist im sich entwickelnden und adulten Organismus für die Stabilität und Funktion der 
Basalmembran am Skelettmuskel und an der NME, über die Verknüpfung der Basalmembran-
Komponenten mit dem intrazellulären Zytoskelett, von großer Bedeutung. Hier, außerhalb des 
ZNS, ist die DAG-Funktion weitestgehend aufgeklärt und verstanden. Weniger bekannt sind 
dagegen die Zusammenhänge an Basalmembranen innerhalb des ZNS sowie an Neuronen-
Glia-Kontakten und Synapsen. Die Zusammensetzung einer Basalmembran wird unter 
anderem durch ECM-Rezeptoren wie DAG reguliert. Eine gestörte Interaktion von αDAG 
mit ECM-Liganden wie Laminin, ausgelöst durch ungenügende Glykosylierung, führt zu 
Unterbrechungen innerhalb der Basalmembran. Eine fehlerhafte Glykosylierung ist dabei zu 
allermeist die Folge von Mutationen in den Genen der für die DAG-Glykosylierung 
verantwortlichen Glykosyltransferasen. Dystroglycanopathien sind die daraus resultierenden 
Krankheitsbilder, welche durch eine gestörte DAG-Funktion gekennzeichnet sind und häufig 
mit Defekten in einer Basalmembran des Gehirns, der pialen Basalmembran (PBM), 
einhergehen. Diese Defekte innerhalb der PBM sind ursächlich für neuronale Ektopien im 
zerebralen Kortex (Hu et al, 2007; Yamamoto et al, 1997), Zerebellum (Li et al, 2008b; Qu & 
Smith, 2005) und Hippocampus (Li et al, 2011). An der PBM führt der DAG-
Funktionsverlust zur makroskopisch erkennbaren Cobblestone Lissencephalie. Sie ist 
gekennzeichnet durch eine ungeordnete Kortexschichtung. Auch in der Retina gibt es eine 
Basalmembran, die innere begrenzende Membran (inner limiting membrane, ILM). Hier führt 
der DAG-Funktionsverlust zu einem gestörten retinalen Aufbau (Ackroyd et al, 2011; Hu et 
al, 2010; Lee et al, 2005; Satz et al, 2008). Ein ähnliches Bild zeigte sich in Hirn-selektiven 
DAG-null Mäusen. Hier konnte eine Fusion der zerebralen Interhemisphären-Fissur und 
zerebellärer Windungen sowie eine gestörte Schichtung des zerebralen Kortex und 
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Unterbrechungen der PBM beobachtet werden (Moore et al, 2002). Eine Methode, um die 
DAG-Funktion im Säugerhirn zu untersuchen und zu differenzieren, ist die Verwendung von 
DAG-knockout-Mausmodellen. An DAG-knockout Mausmodellen wird, mithilfe spezifischer 
Promotoren, DAG in Neuronen und/oder Gliazellen im Gehirn ausgeschaltet. In diesen 
knockout-Studien kann jedoch nicht der Einfluss der verschiedenen DAG-Bindungspartner 
unterschieden werden. Hier wird das Fehlen von DAG als Ganzes beurteilt. Die Deletion von 
DAG in Neuronen und Gliazellen geschieht dabei über die Aktivierung der Cre-Rekombinase 
in Hirnregionen von Mäusen, welche Flox-flankierte DAG-Allele besitzen. Es wurden 
Studien mit den folgenden Promotoren durchgeführt: Nestin (Glia und Neurone ab E10; Satz 
et al, 2009), gliales saures fibrilläres Protein (GFAP, Radialglia und Astrozyten an E14,5; 
Moore et al, 2002; Satz et al, 2009) und NEX (kortikale und hippocampale Neurone, 
Maximum an E10,5; Satz et al, 2010). Die Verwendung des Nestin- und des GFAP-
Promotors führte zu einer glialen und neuronalen Heterotopie, die begleitet wurde von 
Unterbrechungen der PBM und einer gestörten neuronalen Migration (Waite et al, 2012). 
Strukturelle Veränderungen in der pialen Basalmembran entstehen unter anderem durch eine 
gestörte Migration der Neurone entlang von Radialgliazellen. Radialglia, die selbst DAG in 
ihren Endfüßen exprimieren, bilden die „Schienen“ entlang derer die Neurone nach Verlassen 
der Ventrikulären Zone bei der Ausbildung der kortikalen Schichtung wandern. Die 
Interaktion des glial exprimierten DAG mit seinen in der ECM lokalisierten Liganden stellt 
dabei die intralaminare Stabilität der PBM sicher (Satz et al, 2010) und ermöglicht den 
Kontakt dieser Basalmembran mit den Radialglia-Endfüßen. Diese Befunde unterstreichen die 
wesentliche Rolle des glial exprimierten DAGs für die Entwicklung des Nervensystems, 
insbesondere der neuronalen Schichtung. Ob diese Funktion von DAG an die Interaktion mit 
Nrxn geknüpft oder ausschließlich auf die Interaktion mit Komponenten der PBM, wie 
Laminin, zurückzuführen ist, wurde bisher nicht untersucht. Jedoch konnte gezeigt werden, 
dass Nrxn vermutlich keinen Einfluss auf die neuronale Migration während 
Entwicklungsprozessen hat, da in αNrxn-doppel-knockout Mäusen weder explizite 
anatomische Defekte im Gehirn, noch Störungen der axonalen Wegfindung im Bulbus 
olfactorius nachgewiesen wurden (Dudanova et al, 2007). Im Vergleich dazu wurde gezeigt, 
dass αDAG an den an der Axon-Wegfindung beteiligten Faktor Slit bindet (Wright et al, 
2012), und deutet so eine Rolle des Glykoproteins bei der Axon-Wegfindung im Rahmen der 
Entwicklung und Ausbildung neuronaler Netze an.  
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Auch im adulten Nervensystem wird DAG als Komponente des DGC sowohl in Neuronen als 
auch in Gliazellen exprimiert. Gliales DAG ist dabei unter anderem in den Endfüßen der 
Astrogliazellen lokalisiert. Die Astrogliaendfüße bilden, gemeinsam mit den Endothelzellen 
der Blutgefäße und der perivaskulären Basallamina, die Blut-Hirn-Schranke. DAG ko-
lokalisiert mit Aggregaten des einwärts gerichteten Kalium-Kanals Kir4.1 und des 
Wasserkanalproteins Aquaporin 4 (AQP4). Laminin-Abwesenheit führt, ebenso wie DAG-
Deletion, zu einer Destabilisierung dieser Aggregate (Guadagno & Moukhles, 2004; Noell et 
al, 2011) und lässt so auf die essentielle Funktion der DAG-Laminin-Interaktion bei der 
Aggregatbildung von Kir4.1 und AQP4 schließen. Weiterhin wird DAG in den 
Müllergliazellen der Retina exprimiert. DAG in Schwann-Zellen des PNS ist an der 
Stabilisierung der neuronalen Myelinscheide und Organisation der Ranvier’schen Schnürringe 
(Occhi et al, 2005; Saito et al, 2003) sowie, über die Interaktion mit Laminin in 
Oligodendrozyten des ZNS, an der Ausbildung der Myelinscheide beteiligt (Colognato et al, 
2007).  
 
In Neuronen ist der DGC an einem Teil der GABAergen inhibitorischen Synapsen zu finden 
(Knuesel et al, 1999; Knuesel et al, 2001). So ko-lokalisieren Komponenten des DGC mit 
Proteinen der GABAergen PSD in einem Teil der Neuronen im zerebralen Kortex, in 
Pyramidenzellen des Hippocampus, im Tektum und Purkinjezellen des Zerebellums, (Briatore 
et al, 2010; Knuesel et al, 2000; Knuesel et al, 1999; Sekiguchi et al, 2009). Den 
Komponenten des DGC wird eine Rolle bei der Regulation der Aggregation von GABAA-
Rezeptoren und der Modulation der synaptischen Funktion eines Teils der GABAergen 
Synapsen zugeschrieben (Haenggi & Fritschy, 2006; Perronnet & Vaillend, 2010). In 
kultivierten hippocampalen Neuronen konnte zudem gezeigt werden, dass GABAerge, 
präsynaptische Terminalien die postsynaptische Aggregation von Dystrophin hervorrufen 
(Brunig et al, 2002) und DAG für die Dystrophin-Lokalisation an GABAA-Rezeptor-
Aggregaten benötigt wird (Levi et al, 2002). Umgekehrt wurde eine Ko-Lokalisation von 
DAG und GABAA-Rezeptoren auch in Abwesenheit von Dystrophin detektiert (Levi et al, 
2002). Nlgn2 ist neben dem DGC eine weitere Komponente der PSD inhibitorischer 
GABAerger Synapsen. Nlgn2 ist dabei selektiv an inhibitorischen Synapsen lokalisiert 
(Chubykin et al, 2007; Graf et al, 2004; Levinson et al, 2005; Varoqueaux et al, 2004) und 
induziert über die Bindung an Nrxn die präsynaptische Differenzierung in angrenzenden 
Axonen (Chih et al, 2005; Graf et al, 2004; Levinson et al, 2005). An der GABAergen 
Postsynapse gibt es vermutlich zwei Nlgn2-assoziierte Komplexe (Waite et al, 2012). Zum 
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einen interagiert Nlgn2 direkt mit dem Netzwerkprotein Gephyrin (Poulopoulos et al, 2009) 
und tritt so mit den Gephyrin-assoziierten Proteinen wie GABAA- und Glycin-Rezeptoren in 
Kontakt (Fritschy et al, 2008; Fritschy et al, 2012). Zu diesem ersten Komplex gehört auch 
Collybistin, ein Rho-Guanin-Nukleotid Austausch-Faktor, der sowohl mit Gephyrin als auch 
mit der Plasmamembran assoziiert ist und so zur Stabilisierung des Gephyrin-Netzwerkes 
beiträgt (Poulopoulos et al, 2009). Ein zweiter Komplex involviert das mit dem PDZ-
Bindemotiv von Nlgn2 interagierende synaptic scaffolding molecule (S-SCAM), welches 
ebenfalls selektiv an inhibitorischen Synapsen zu finden ist (Fukaya et al, 2011; Sumita et al, 
2007). S-SCAM bindet über die WW-Domänen an βDAG und mittels PDZ-Domänen an 
Nlgn2 (Sumita et al, 2007) und verknüpft so den DGC mit dem Nlgn2-Komplex. Nlgn2 
bindet an präsynaptisch lokalisiertes Nrxn. Der Nrxn-Nlgn-Komplex zählt zu den am besten 
charakterisierten Adhäsionskomplexen an der Synapse. Ihm wird eine Funktion bei der 
synaptischen Organisation, Zelladhäsion und Rekrutierung prä- und postsynaptischer 
Komponenten an sich entwickelnden Synapsen zugeschrieben (Review in: Krueger et al, 
2012; Siddiqui & Craig, 2011; Südhof, 2008). An inhibitorischen Synapsen wurde vor 
kurzem die selektive Interaktion des MAM-Domänen enthaltendes GPI-Anker-Proteins 1 
(MDGA1) mit Nlgn2 entdeckt, das die Bindung von Nlgn2 an Nrxn verhindert (Lee et al, 
2013) und so einen negativen Regulator der inhibitorischen synaptischen Entwicklung 
darstellt (Pettem et al, 2013). MDGA1 reguliert auf diese Art die Interaktion von Nrxn1α mit 
Nlgn2 und kann so die Bindung von weiteren Nrxn1α-Liganden ermöglichen. Neben der 
Nrxn-Nlgn2-Interaktion waren jedoch bis vor kurzem keine weiteren Adhäsionskomplexe an 
der inhibitorischen Synapse bekannt. In Experimenten mit Nlgn2-defizienten Mäusen wurde 
keine reduzierte Anzahl an inhibitorischen Synapsen detektiert, während funktionelle Defekte 
beobachtet werden konnten (Blundell et al, 2009; Gibson et al, 2009; Poulopoulos et al, 
2009). Das lässt darauf schließen, dass neben dem bekannten Komplex weitere 
Adhäsionskomplexe an der inhibitorischen Synapse vorhanden sind und DAG ein potentieller 
Kandidat für diese Aufgabe sein könnte. 
 
Wie beschrieben, wird DAG in Neuronen und Gliazellen im Gehirn exprimiert. DAG konnte 
dabei in einer Vielzahl von Hirnarealen (zerebraler Kortex, Hippocampus, Bulbus olfaktorius, 
Hirnstamm, Zerebellum, Basalganglien, Thalamus, Hypothalamus, Septum, Amygdala) in der 
Maus nachgewiesen werden (Zaccaria et al, 2001). Nrxn1α wird dagegen ausschließlich in 
Neuronen, ubiquitär in allen Regionen im Gehirn exprimiert (Ullrich et al, 1995). Dieser 
Unterschied im Expressionsmuster deutet bereits an, dass die DAG-Nrxn-Interaktion 
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vermutlich keine generelle Rolle im Gehirn spielt. Meine Ergebnisse zeigen, dass es sich 
beim DAG-Nrxn-Komplex um eine sehr spezifische Verbindung handelt, die nicht konstitutiv 
gebildet wird und widerlegen damit die Andeutung von Sugita et al., der Nrxn als wichtigsten 
Bindungspartner von DAG im Gehirn beschrieb (Sugita et al, 2001). Die hier aufgeführten 
Einschränkungen der DAG-Bindung an Nrxn1α sowie die Kompetition mit anderen Nrxn1α-
Bindungspartnern erklären die unterschiedlichen Phänotypen in Deletions- und 
Funktionsstörungs-Modellen der einzelnen Komponenten. Während der knockout von DAG 
bereits an E6,5 letal ist (Williamson, 1997) und eine DAG-Funktionsstörung durch 
unzureichende Glykosylierung (Michele & Campbell, 2003) zu strukturellen Hirndefekten 
und kognitiven Defiziten führt (Kobayashi et al, 1998; Muntoni & Voit, 2004; Olson & 
Walsh, 2002; van Reeuwijk et al, 2005), zieht der knockout aller drei αNeurexine perinatale 
Letalität nach sich, wohingegen ein Teil der Doppel-knockout Mäuse ein Alter von mehr als 
einem Monat erreicht (Dudanova et al, 2007). Die Deletion von αNrxn hat einen 
dramatischen Effekt auf die Funktionalität der Synapse (Missler et al, 2003). Es wurden 
jedoch nur geringe strukturelle Hirnveränderungen in neugeborenen Tripel-knockouts 
(Missler et al, 2003) und adulten Doppel-knockouts (Dudanova et al, 2007) gefunden. Damit 
unterscheidet sich der αNrxn-Phänotyp grundlegend vom DAG-Phänotyp, welcher schwere 
strukturelle Veränderungen aufweist. Die in dieser Arbeit beschriebene Kompetition mit 
Nxph an der αLNS2 von Nrxn1α(+SS4) deutet an, dass in Hirnregionen, welche Nxph 
exprimieren, DAG nicht an Nrxn1α(+SS4) binden kann. Beide Moleküle spielen daher 
vermutlich, über die Bindung an die αLNS2, unterschiedliche Funktionen in verschiedenen 
Neuronenpopulationen. Es wurde gezeigt, dass sowohl Nxph1 als auch Nxph3 an Nrxn1α 
binden kann (Missler et al, 1998b). Die unterschiedlichen Funktionen an Nrxn1α gebundenen 
Nxphs und DAGs spiegeln sich in den verschiedenen Phänotypen in knockout-Modellen bzw. 
Modellen der Funktionsstörung und unterschiedlichen Expressionsmustern im Gehirn wider. 
Nxph1 wird dabei in Subpopulationen von Neuronen, zumeist inhibitorischen Interneuronen, 
im Thalamus, Bulbus olfaktorius, zerebralen Kortex und Hippocampus exprimiert (Petrenko 
et al, 1996), während Nxph3 in nicht-GABAergen Neuronen unter anderem in Schicht 6b des 
zerebralen Kortex und den Körnerzellen des Vestibulo-Zerebellums vorkommt (Beglopoulos 
et al, 2005). Der knockout beider Moleküle ist nicht letal (Beglopoulos et al, 2005; Missler et 
al, 1998b) und führt im Fall von Nxph3 zu einer veränderten sensorischen 
Informationsverarbeitung sowie gestörten motorischen Koordination (Beglopoulos et al, 
2005). Wie im αNrxn-Deletionsmodell sind auch bei der Deletion von Nxph3 keine 
strukturellen Hirnveränderungen beobachtet worden (Beglopoulos et al, 2005) und 
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unterscheiden so ebenso das Nxph-knockout-Modell vom DAG-Deletionsmodell. Sowohl 
Nlgn als auch αNrxn werden ubiquitär in Neuronen des Gehirns exprimiert (Ichtchenko et al, 
1995; Song et al, 1999; Ullrich et al, 1995). So wird DAG in allen Neuronen gebildet, die 
auch Nlgn exprimieren. An der inhibitorischen Synapse wird Nlgn2 und DAG gebildet (Levi 
et al, 2002; Varoqueaux et al, 2004; Waite et al, 2012). In pulldown-Experimenten habe ich 
jedoch demonstriert, dass eine gleichzeitige Bindung von Nlgn und DAG an Nrxn1α nicht 
möglich ist (Punkt 3.8. und 3.9.). Demnach gibt es vermutlich eine zeitliche Regulation der 
Bindung an Nrxn1α über die Expression unterschiedlicher Nrxn1α-splice-Varianten oder die 
Interaktion ist mittels verschiedener Bindungsaffinitäten und/oder Funktionen an derselben 
Synapse reguliert. Der DAG-Nrxn1α-Komplex ist demnach ein nicht konstitutiv 
ausgebildeter Komplex, der vermutlich eine sehr spezifische Rolle an der Synapse spielt. 
 
4.5. DAG-Glykosylierung 
 
Die Mucin-ähnliche Region von αDAG, welche zwischen der globulären N- und C-
terminalen Domäne eingeschlossen ist, besitzt ein ausgeprägtes O-Glykosylierungsmuster 
(Barresi & Campbell, 2006; Brancaccio et al, 1995; Brancaccio et al, 1997), das die Bindung 
der extrazellulären DAG-Komponente an seine Liganden Laminin, Agrin, Perlecan, Nrxn und 
Pikachurin ermöglicht (Inamori et al, 2012; Kanagawa et al, 2005; Kanagawa et al, 2010; 
Michele et al, 2002). Das genaue Zuckermuster konnte bisher jedoch nur teilweise bestimmt 
werden. So wurden zwei verschiedene O-verknüpfte, initiale Zuckerreste identifiziert: 
Mannose und N-Acetyl-Galactosamin (GalNAc; Stalnaker et al, 2010), die als Ausgangspunkt 
für das Anfügen weiterer Zuckerketten dienen. Die für die αDAG-Ligandenbindung 
notwendige Übertragung des Mannose-Restes wird von den Glykosyltransferasen POMT1 
und POMT2 katalysiert (Akasaka-Manya et al, 2006; Maeda & Kinoshita, 2008; Manya et al, 
2004). Die Expression beider Protein-O-Mannosyltransferasen ist notwendig für die Katalyse 
dieses ersten Schrittes im Prozess der αDAG-Glykosylierung (Akasaka-Manya et al, 2006; 
Godfrey et al, 2007; Messina et al, 2008; van Reeuwijk et al, 2005; Yanagisawa et al, 2007). 
Einen weiteren Einfluss auf den initialen Transfer von O-Mannosylresten wird ISPD 
zugeschrieben (Willer et al, 2012). An die initialen Zuckerreste wird, katalysiert von der 
POMGnT1, N-Acetylglucosamin (GlcNAc) über eine β1,2-Verbindung angefügt (Yoshida et 
al, 2001). Die initiale O-Mannose mit angefügtem GlcNAc wird dann zu einem 
Tetrasaccharid (NeuAc-α3-Gal-β4-GlcNAc-β2-Man-O-Ser/Thr) verlängert (Chiba et al, 
1997). Neben O-Mannose-Resten wurde ein O-GalNAc-Rest identifiziert. Der Transfer dieses 
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Restes wird von Polypeptid N-Acetylgalactosaminyl- (ppGalNAc-) Transferasen katalysiert 
(Raman et al, 2012; Tian & Ten Hagen, 2009). Im Vergleich zu den O-Mannose-verknüpften 
Zuckerstrukturen wurden die O-GalNAc-Zucker bisher noch nicht mit muskulären 
Dystrophien assoziiert. Es konnte jedoch bereits gezeigt werden, dass diese Reste vermutlich 
an der Ausbildung von αDAG-Strukturen beteiligt sind, welche die Laminin-Interaktion 
vermitteln (Aguilan et al, 2009; Patnaik & Stanley, 2005). Untersuchungen der 
Zuckerstrukturen an der Mucin-ähnlichen Region von αDAG haben gezeigt, dass O-
Mannose-initiierte Glykane im N-terminalen Bereich der Region konzentriert sind, während 
O-GalNAc-verknüpfte Zucker exklusiv im C-terminalen Bereich der Mucin-ähnlichen Region 
zu finden sind (Gomez Toledo et al, 2012). Zudem wurde gezeigt, dass die O-Mannosylierung 
im ER die darauf folgende O-Verknüpfung von GalNAc an αDAG beeinflussen und hemmen 
kann (Tran et al, 2012). Eine weitere identifizierte Zuckerstruktur an der αDAG-Oberfläche 
ist das Trisaccharid (GalNAc-β3-GlcNAc-β4-Man-O-Ser/Thr), welches eine O-
Phosphorylierung am C6 der Mannose aufweist und als eine Voraussetzung für die αDAG-
Bindung an Laminin diskutiert wurde (Yoshida-Moriguchi et al, 2010). Die Laminin-Bindung 
an αDAG ist abhängig von einem spezifischen Glykosylierungsmuster, vermittelt von der 
Glykosyltransferase LARGE. Dabei ist noch nicht bekannt, welche Reste innerhalb der 
Mucin-ähnlichen Region von αDAG genau von LARGE modifiziert werden. Erst kürzlich 
wurde gezeigt, dass eine LARGE-vermittelte Glykosylierung sowohl in der ersten als auch in 
der zweiten Hälfte der Mucin-ähnlichen Region von αDAG vermittelt wird und diese 
Interaktion abhängig von Vorhandensein eines phosphorylierten Zuckers ist (Nakagawa et al, 
2013). LARGE bindet für die αDAG-Glykosylierung an die N-terminale Domäne von αDAG 
und synthetisiert Polysaccharide aus sich wiederholenden Disaccharid-Einheiten (-3-Xylose-
α1,3-Glucuronat-α1-; Inamori et al, 2013; Inamori et al, 2012; Kanagawa et al, 2004). Die 
Interaktion der Glykosyltransferase mit der N-terminalen αDAG-Domäne ist dabei essentiell 
für die Ausbildung funktionellen αDAGs (Kanagawa et al, 2004). Bisher wurden, neben 
LARGE, neun putative und nachgewiesene Glykosyltransferasen identifiziert, die an der 
αDAG-Glykosylierung beteiligt sind und deren Fehlfunktion zum Auftreten von 
Dystroglycanopathien führt. Eine Übersicht dieser bekannten und möglichen 
Glykosyltransferasen gibt Tabelle 8. Einen weiteren Effekt auf die αDAG-Glykosylierung, 
über die Inhibition der LARGE-abhängigen Modifizierung, hat die Humane Natürliche Killer 
1-Sulfotransferase (HNK-1ST), die den Transfer eines Sulfatrestes auf die Phosphodiester-
Strukturen an der O-Mannose vermittelt (Nakagawa et al, 2013). Die N-terminale Domäne 
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wird, nach erfolgter αDAG-Glykosylierung, durch die Proprotein-Konvertase Furin 
abgespalten und freigesetzt und ermöglicht so die Bindung von Laminin an zwei distinkte 
Threonin-Reste (humanes DAG: Thr317, Thr319) am extremen N-Terminus der Mucin-
ähnlichen Region (Hara et al, 2011b; Kanagawa et al, 2004).  
 
Tabelle 8: Übersicht der an der αDAG-Glykosylierung beteiligten bekannten und putativen 
Glykosyltransferasen 
 
 
Jedoch konnte gezeigt werden, dass diese beiden Threonine innerhalb der ersten Hälfte der 
Mucin-ähnlichen Region vermutlich nicht die einzigen Reste sind, die die Laminin-
Interaktion vermitteln. Unter Verwendung rekombinanter Proteine konnte ebenso eine 
Laminin-Bindung an eine αDAG-Mutante nachgewiesen wurde, der die erste Hälfte der 
Mucin-ähnlichen Region fehlt (Nakagawa et al, 2013). In Skelettmuskelzellen von LARGE-
defizienten Mäusen (Barresi et al, 2004; Inamori et al, 2012), Myoblasten von FCMD-
Patienten sowie Fibroblasten aus MEB- und WWS-Patienten (Barresi et al, 2004) konnte nach 
viraler Transfektion von LARGE die Bindung an Nrxn wieder hergestellt werden, wie 
overlay-Studien zeigen. Die in dieser Arbeit durchgeführten Nrxn-Bindungsstudien zeigen 
erstmals die essentielle Funktion der LARGE-vermittelten Glykosylierung von αDAG für die 
Bindung an Nrxn. In pulldown-Versuchen mit αDAG ohne LARGE Ko-Transfektion wurde 
nur eine sehr schwache residuale Nrxn-Bindung nachgewiesen. Im Vergleich dazu, ist eine 
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starke Nrxn-Bindung an αDAG zu verzeichnen, wenn dieses mit LARGE ko-transfiziert 
wurde (Abb. 29.). Die Nrxn-Bindungsstelle auf αDAG unterscheidet sich insofern 
grundlegend von der identifizierten Laminin-Bindungsstelle, als dass Nrxn, obgleich 
abhängig vom LARGE-vermittelten Zuckermuster, keine distinkten Reste zu benötigen 
scheint. Dies wird durch die experimentell bestätigte Tatsache verdeutlicht, dass Nrxn sowohl 
nach Deletion der ersten als auch nach Deletion der zweiten Hälfte der Mucin-ähnlichen 
Region an die αDAG-Mutante band (Abb. 31.). Lediglich die Deletion der gesamten Mucin-
ähnlichen Region zeigte einen nahezu vollständigen Verlust der Nrxn-Bindung (Abb. 31.). 
Weiterhin wurde gezeigt, dass die die Laminin-Bindung vermittelnden Reste nicht 
(ausschließlich) für die Nrxn-Interaktion mit αDAG verantwortlich sind (Abb. 30.). Demnach 
ist die Interaktion von Nrxn und αDAG abhängig von einem spezifischen, LARGE-
vermittelten Glykosylierungsmuster, welches jedoch nach heutigem Erkenntnisstand an 
keinen spezifischen Rest innerhalb der Mucin-ähnlichen Region gebunden ist.  
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4.6. Ausblick 
 
Mithilfe der in meiner Arbeit identifizierten Bindungsstellen von αDAG auf Nrxn1α und der 
entwickelten Methode zur Herstellung größerer Mengen rekombinanten αDAGs ist es nun 
möglich die genauen Bindungsaffinitäten von αDAG auf den Einzeldomänen αLNS2 und 
αLNS6 zu bestimmen. Hierfür kann die Technik der Oberflächen-Plasmon-Resonanz genutzt 
werden, bei der rekombinantes αDAG auf einem Chip immobilisiert wird und die löslichen 
Einzeldomänen innerhalb eines Messmediums darüber geleitet werden. Die Bestimmung der 
Affinitäten liefert Informationen darüber an welche Domäne αDAG in vitro bevorzugt bindet 
und könnte Anhaltspunkte für Bindungsszenarien in vivo geben. Mithilfe der hier gefundenen 
spezifischen, für die αDAG-Bindung verantwortlichen Reste können nun Tiermodelle 
entwickelt werden, in denen über Punktmutationen selektiv die αDAG- oder Nlgn-Interaktion 
blockiert wird. Diese Modelle dienen der Beleuchtung funktioneller Aspekte der jeweiligen 
Bindung, ohne dass diese vom anderen Bindungspartner überschattet werden. So können 
Gemeinsamkeiten und Unterschiede hinsichtlich der Funktion beider Nrxn-Liganden 
herausgearbeitet werden. Die Ausbildung von Multiplexen geht, wie in dieser Arbeit gezeigt, 
über die direkte Konkurrenz der zwei Liganden αDAG und Nlgn hinaus, da an die αLNS2 
von Nrxn1α gebundenes αDAG die Interaktion von Nlgn mit der αLNS6 des selben 
Moleküls verhindert. Diese Inhibition entsteht vermutlich durch eine sterische Behinderung 
zwischen den beiden Liganden, die durch die Konformation des Nrxn1α-Moleküls bedingt 
ist. Die Ergebnisse meiner Arbeit könnten hier um die Untersuchung der weiteren bekannten 
Interaktionspartner von Nrxn1α, wie LRRTM und Cbln, erweitert werden. 
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5. Zusammenfassung 
 
Neurexin (Nrxn) ist ein vorwiegend präsynaptisch lokalisiertes, transmembranes 
Adhäsionsprotein, das eine wesentliche Rolle bei der Modulation exzitatorischer und 
inhibitorischer synaptischer Funktionen spielt. Nrxn bindet über seine extrazelluläre Domäne 
an Dystroglycan (DAG), einem ubiquitär exprimierten, transmembranen Glykoprotein. Für 
DAG ist bekannt, dass es, als Bestandteil des Dystrophin-assoziierten Glykoprotein-
Komplexes, das intrazelluläre Aktin-Zytoskelett mit der extrazellulären Matrix verknüpft und 
so mechanische Stabilität im Skelettmuskel und an der Neuromuskulären Endplatte verleiht. 
In dieser Arbeit wurde die Bindung von αDAG an Nrxn charakterisiert und die 
Bindungsstellen auf den LNS-Domänen αLNS2 und αLNS6 von Nrxn1α kartiert. Für die 
Durchführung reproduzierbarer Bindungsstudien aus Maushirn wurde eine eigene pulldown-
Methode etabliert, die es ermöglichte große Mengen Nrxn-bindenden αDAGs herzustellen. 
Die Interaktion von αDAG mit der αLNS2 und αLNS6 ist Kalzium-abhängig und geschieht 
ausschließlich an den Domänen, die durch das alternative splicen kein zusätzliches 
Peptidstück enthalten. Auf der αLNS2 sind zwei an der Kalzium-Koordination beteiligte 
Reste (D329, G416) und zwei sich in der Umgebung der Kalzium-Bindung befindliche Reste 
(G347, Y412) an der αDAG-Interaktion beteiligt. Ein weiterer Interaktionspartner der αLNS2 
ist Neurexophilin (Nxph), ein Neuropeptid-ähnliches kleines Glykoprotein, welches aufgrund 
sterischer Wechselwirkungen kompetitiv zu αDAG bindet. An der αLNS6 wird die αDAG-
Interaktion durch hydrophobe Reste in der Umgebung der Kalzium-Bindungsstelle vermittelt. 
Neuroligin (Nlgn), ein postsynaptisches transmembranes Adhäsionsprotein, bindet ebenfalls 
an die αLNS6. Die αDAG-Interaktionsstelle überlappt teilweise mit der Bindungsstelle von 
Nlgn. Eine gleichzeitige Bindung beider Liganden an die αLNS6 ist nicht möglich. Es konnte 
die Ausbildung des Dreifach-Komplexes aus Nxph1, Nrxn1α und αDAG gezeigt werden. Im 
Gegenzug war die Ausbildung eines Nrxn1α-Tripelkomplexes mit αDAG und Nlgn nicht 
möglich. αLNS2 und αLNS6 besitzen unterschiedliche αDAG-Bindungseigenschaften. Es 
wurde gezeigt, dass die Nrxn-αDAG-Interaktion Glykosylierungs-abhängig ist, und neben O-
verknüpften auch N-verknüpfte Zucker eine Rolle spielen. Die Nrxn-Bindung benötigt ein 
spezifisches, LARGE-vermitteltes Glykosylierungsmuster (-3-Xyl-α1,3-GlcA-β1-) innerhalb 
der Mucin-ähnlichen Region und unterscheidet sich von der identifizierten Laminin-
Bindungsstelle (T315, T317). Dabei ist für die Nrxn-Interaktion kein spezifischer 
Aminosäurerest verantwortlich, da sowohl die erste als auch die zweite Hälfte der Mucin-
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ähnlichen Region Nrxn binden kann. Die Deletion der Mucin-ähnlichen Region führt zum fast 
vollständigen Bindungsverlust von Nrxn. 
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6. Abstract 
 
Neurexin (Nrxn) is a predominantly presynaptic expressed transmembrane adhesion protein 
that modulates glutamatergic and GABAergic synaptic function. Nrxn influences calcium-
dependent synaptic transmission in central and peripheral nervous system, and plays 
additional roles in synapse formation and maturation. Extracellularly, Nrxn can bind to 
dystroglycan (DAG), an ubiquitously expressed transmembrane glycoprotein. While DAG 
links the intracellular actin cytoskeleton to the extracellular matrix in muscle to mediate 
structural stability, its role at neuronal synapses is unresolved. This work characterizes the 
interaction of αDAG and Nrxn and identifies the binding epitopes on αLNS2 and αLNS6 
domains of Nrxn1α. αDAG binding is calcium-dependent and requires splice insert free 
LNS-domains. Using a pulldown method and site directed mutagenesis, I found that binding 
of αDAG to αLNS2 is mediated by two calcium-coordinating residues (D329, G416) and two 
residues located within the calcium vicinity (G347, Y412). In addition, I show that 
neurexophilin (Nxph) a neuropeptide-like protein binds to another epitope on LNS2 but in 
competition to αDAG. Similar to αLNS2, the surface of αLNS6 contains hydrophobic 
residues surrounding the calcium site, which convey αDAG binding. However, αLNS2 and 
αLNS6 also display different characteristics regarding αDAG binding. Furthermore, αDAG 
interaction with the two Nrxn LNS-domains is dependent on proper N- and O-glycosylation. 
αDAG binding to Nrxn requires a specific glycosylation pattern (-3-Xyl-α1,3-GlcA-β1-) 
within the mucin-rich region of αDAG mediated by LARGE. The Nrxn epitope on αDAG 
determined here is different from the known laminin-binding site (T315, T317). In fact, Nrxn-
binding does not require specific residues on αDAG surface because the first as well as the 
second half of mucin-rich region mediate Nrxn-binding, whereas deletion of the whole 
mucin-rich region nearly abolishes binding completely. In addition to αDAG, the αLNS6 
domain binds to Nlgn, an important trans-synaptic binding partner of Nrxn. Multiplex-
formation assay shows a complex of Nxph bound to αLNS2 and αDAG bound to αLNS6 of 
Nrxn1α, whereas simultaneous binding of both ligands to αLNS2 was blocked. Surprisingly, 
a complex of αDAG bound to αLNS2 and Nlgn bound to αLNS6 of Nrxn1α could not be 
formed, highlighting mutually exclusive roles of Nrxn binding to either αDAG or Nlgn.  
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